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1. Einleitung 
1.1. Die Photosynthese 
Der Begriff Photosynthese bezeichnet den Prozess bei dem die im Sonnenlicht enthaltene 
Energie in biochemische Energie umgewandelt wird um letztendlich Kohlenstoff zu 
fixieren. Die Photosynthese ist einer der bedeutendsten biochemischen Prozesse, da nahezu 
jeder Organismus direkt oder indirekt auf die, aus dieser Reaktion geförderten chemischen 
Energie angewiesen ist. Es wird zwischen der vom Sonnenlicht unabhängigen 
Dunkelreaktion und der davon abhängigen Lichtreaktion unterschieden. In der 
lichtabhängigen Reaktion wird zunächst die Strahlungsenergie in biochemische Energie in 
Form von Adenosintriphosphat (ATP) und Reduktionsäquivalenten (NADPH) gespeichert. 
Diese werden dann in der Dunkelreaktion zur Aufrechterhaltung des Calvin-Zyklus 
genutzt, indem die Fixierung von anorganischem oxidiertem Kohlenstoff stattfindet. 
Aufgrund des Mechanismus, nach dem die primäre Fixierung des CO2 in der 
Dunkelreaktion erfolgt, teilt man Pflanzen in verschiedene Hauptgruppen ein. Mehr als 
90% aller terrestrischen Pflanzen assimilieren Kohlenstoff über den C3-Stoffwechselweg. 
Die Benennung des photosynthetischen Stoffwechselwegs erfolgt aufgrund des ersten 
nachweisbaren Produktes der primären CO2-Fixierung, welches bei der C3-Photosynthese 
die C3-Verbindung Phosphoglycerat ist und dessen Bildung durch das Enzym Ribulose-
1,5-bisphosphat-Carboxylase katalysiert wird. Das Phosphoglycerat wird in den Calvin-
Zyklus eingeschleust, wo es in mehreren Schritten zu Glycerinaldehyd-3-phosphat 
reduziert wird. Teilweise kann das Glycerinaldehyd-3-phosphat aus dem Zyklus abgeführt 
und zur Synthese von Zuckern genutzt werden. 
 
1.1.1. Die C4-Photosynthese 
Die in der vorliegenden Arbeit verwendete Pflanze Mais (Zea mays) gehört der 
photosynthetischen Hauptgruppe der C4-Pflanzen an. Der schematische Ablauf der 
Kohlenstofffixierung in Mais ist in der Abbildung 1.1 dargestellt und soll im Folgenden 
erläutert werden. 
Bei C4-Pflanzen basiert die Bezeichnung auf dem ersten Produkt der CO2-Fixierung, 
welches die C4-Verbindung Oxalacetat (OAA) darstellt. Im Gegensatz zu C3-Pflanzen 
findet bei C4-Pflanzen die primäre und die finale Fixierung des Kohlenstoffs in zwei 
unterschiedlichen Zelltypen, den Mesophyll- und den Bündelscheidenzellen, statt. Die 
oben beschriebene primäre Fixierung erfolgt in den Mesophyllzellen, und wird durch die 
Phosphoenolpyruvatcaboxylase (Pepc) katalysiert, welche Phosphoenolpyruvat als 
Akzeptor nutzt. Da Pepc als Substrat Bicarbonat (HCO3-) benötigt, muss zuvor CO2 durch 
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das Enzym Carboanhydrase (Ca), das ebenfalls im Mesophyll lokalisiert ist, hydratisiert 
werden. Das durch Pepc gebildete Oxalacetat wird von der Malatdehydrogenase in Malat 
reduziert und anschließend in die Bündelscheiden transportiert. Dort wird durch 
Decarboxylierung das CO2 der Rubisco wieder zur endgültigen Fixierung im Calvin-
Zyklus zur Verfügung gestellt. 
 
 
Abbildung 1.1: Schematische Darstellung der C4-Photosynthese in Zea mays. 
Dargestellt ist eine schematische Übersicht der C4-Photosynthese in Zea mays (NADP-ME-Typ). Die durch 
Suberinlamellen verstärkte Zellwand der Bündelscheide ist durch die Stärke der sie umgebenden Linie angedeutet und 
dient als Diffusionsbarriere für das freigesetzte CO2. CA = Carboanhydrase; PEPC = Phosphoenolpyruvatcarboxylase; 
MDH = Malatdehydrogenase; ME = Malatenzym; RUBISCO = Ribulose-1,5-bisphosphat Carboxylase/Oxygenase; 
PPDK = Pyruvat-Pi-Dikinase; HCO3- = Biscarbonat; PEP = Phosphoenolpyruvat; OAA = Oxalacetat; PYR = Pyruvat; 
RuBP = Ribulose-1,5-bisphosphat; P-glycerat = 3-Phosphoglycerat; NADPH = Nicotinamidadenindinukleotidphosphat 
(reduziert); NADP+ = Nicotinamidadenindinukleotidphosphat (oxidiert); AMP = Adenosinmonophosphat; ATP = 
Adenosintriphosphat. 
 
Aufgrund des Enzyms, welches an der Decarboxylierungsreaktion beteiligt ist, werden  
C4-Pflanzen in drei Untergruppen unterteilt (Kanai et al., 1999). Der in dieser Arbeit 
verwendete Mais gehört zu dem NADP-Malatenzymtyp (Me), die anderen beiden Typen 
(NAD-Me und Phosphoenolpyruvat-Carboxykinase) werden hier nicht näher beschrieben. 
Damit das entstandene Pyruvat wieder als Akzeptor in den Mesophylzellen zur Verfügung 
steht, muss es zunächst wieder in Phosphoenolpyruvat umgewandelt werden. Dies erfolgt 
im Anschluss an den Transport des Pyruvats in die Chloroplasten der Mesophyllzellen 
durch die Pyruvat-Orthophosphatdikinase (Ppdk) (Kanai et al., 1999). Aufgrund der 
beschriebenen räumlichen Trennung des C4-Zyklus auf die Mesophyll- und die 
Bündelscheidenzellen kann eine bis zu 20-fache Konzentrierung des CO2 im Bereich der 
Rubisco erreicht werden. Das Reaktionsgleichgewicht wird dadurch stark zu Gunsten der 
Carboxylierungsreaktion der Rubisco verschoben. Somit ist die Photorespiration in  
C4-Pflanzen weitestgehend unterdrückt (Dai et al., 1993; Maroco et al., 2000). 
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1.2. Gene des C4-Zyklus und deren Regulation in Mais 
Aufgrund der Separation des C4-Zyklus auf die Mesophyll- und Bündelscheidenzellen 
erfolgten Anpassungen auch auf genomischer Ebene. So weisen allgemein Gene der  
C4-Photosynthese gegenüber den ursprünglichen Genen der C3-Pflanzen, auf deren Basis 
sie sich entwickelten, eine veränderte Promotor und 3´-Region mit zusätzlichen 
eingebrachten cis-Elementen auf. Diese vermitteln die hohe Transkriptionsstärke und die 
differentielle gewebespezifische Expression vieler Gene. Dazu zählen auch die Gene der 
direkt am C4-Zyklus beteilgten Enzyme wie Ppdk, Ca, Mdh, Pepc oder Me. Viele weitere 
Gene, der an der Photosynthese beteiligten Proteine, zeigen ebenfalls gewebespezifische 
Expression, wie beispielweise die Cab-Gene, welche für den Hauptproteinanteil der im 
Photosystem I und II enthaltenen Chlorophyll-Bindeproteine kodieren. Eine wichtige Rolle 
bei der Regulation der C4-Photosynthese spielt Licht. Lichtinduktion ist deshalb ein 
weiteres Merkmal, welches alle Gene des C4-Zyklus und einen Großteil der an der 
Photosynthese beteiligten Gene zeigen. Auch die Lichtinduktion wird durch die 
eingebrachten cis-Elemente reguliert (Ku et al., 1996; Sheen, 1999). Zahlreiche 
Untersuchungen befassten sich mit weiteren Regulationsmechanismen der Photosynthese. 
Aufgrund der Bedeutung des C4-Pepc- und des C4-Me-Gens für diese Arbeit soll jedoch 
eine ausführlichere Darstellung im nächsten Abschnitt nur für diese beiden Gene erfolgen. 
 
1.2.1. Das C4-spezifische Phosphoenolpyruvat-Carboxylase-Gen 
Die C4-Phosphoenolpyruvat-Carboxylase (Pepc) katalysiert die primäre Fixierung von 
Bicarbonat in der C4-Photosynthese (Abb. 1.1). Das Enzym wird in der C4-Pflanze Mais 
durch eine Multigenfamilie kodiert, welche nicht-photosyntetische- und C4-Isoformen 
beinhaltet (Schaeffner et al., 1992). Im Gegensatz zur C4-Isoform werden alle anderen 
konstitutiv auf niedrigem Niveau in verschiedenen Geweben exprimiert. Die Transkription 
der C4-Isoform hingegen ist lichtinduzierbar und ist ausschließlich auf die Mesophyllzellen 
beschränkt (Schaeffner et al., 1992). Aufgrund der Lichtinduzierbarkeit des C4-Pepc-Gens 
liegt in etiolierten Maispflanzen niedrige Transkription vor. Erst nach Belichtung kommt 
es in den Mesophyllzellen zu einem Anstieg der Promotoraktivität (Sheen et al., 1987). 
Beides wird durch cis-agierende Elemente in der Promotorregion vermittelt. Transgene 
Studien in Mais zeigten, dass ein Promotorfragment von 0,6 kb (-571 bp bis +81 bp) für 
die mesophyllspezifische Expression des C4-Pepc-Gens ausreichend ist. Als trans-
wirkende Faktoren wurden Dof-Proteine (DNA-binding with one finger) identifiziert 
(Yanagisawa, 2002). Einer Hypothese zufolge wirkt Dof1 im Blatt als 
Transkriptionsaktivator, der spezifisch für die C4-Isoform des Pepc-Gens ist. Dof2 wirkt 
hingegen als Repressor und wird bevorzugt in nicht-photosynthetischen Geweben 
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exprimiert (Yanagisawa et al., 1998). Die Bedeutung von Dof1 wurde aufgrund einer 
kürzlich durchgeführten Untersuchung jedoch in Frage gestellt, da in Maismutanten eine 
drastische Reduktion der Dof1-Transkription die Promotoraktivität des C4-Pepc-Gens nicht 
beeinflusste (Cavalar et al., 2007). In einer anderen Studie konnten zudem weitere 
Transkriptionsfaktoren gefunden werden, die mit der 5`-Region des Pepc-Promotors 
interagieren (Taniguchi et al., 2000). 
Neben der gewebespezifischen Lichtinduktion des C4-Pepc-Gens wurde auch dessen 
Repression durch Metabolite detailliert in Mesophyllprotoplasten untersucht. Diese 
Studien zeigten beispielsweise für das C4-Pepc-Gen eine konzentrationsabhängige 
Inhibition durch Zucker oder Acetat. Bei keinem der untersuchten zuckerregulierten Gene 
konnte jedoch ein Konsensusmotiv in ihren regulatorischen Regionen ermittelt werden 
(Sheen, 1990). Vielmehr scheint die Metabolitregulation an den Energiestoffwechsel 
gekoppelt zu sein und einer komplexen Signaltransduktionskaskade zu unterliegen 
(Jang et al., 1994). Durch spezifische Inhibition der Hexokinase mittels Mannoheptulose 
konnte beispielsweise diesem, als sensorischem Enzym, eine Beteiligung an dem Vorgang 
zugeordnet werden (Jang et al., 1997). Da auch die Stickstoffverfügbarkeit limitierend auf 
die Photosyntheseleistung einer Pflanze wirkt, induzieren unter Mangel auch 
niedermolekulare Stickstoffverbindungen wie Nitrat oder Ammonium die C4-Pepc-
Akkumulation im Mais. An diesem Prozess sind sowohl transkriptionelle- als auch 
posttranskriptionelle Mechanismen beteiligt (Sugiharto et al., 1992; Sugiharto et al., 1992; 
Suzuki et al., 1994). Offensichtlich überschreibt die durch Metabolite ausgelöste 
Signalkaskade die lichtinduzierte Aktivierung des C4-Pepc-Gens. Neben den genannten 
Regulationsmechanismen konnten in kürzlich durchgeführten Untersuchungen als eine 
wichtige Rolle auch Histonmodifikationen für die Regulation des C4-Pepc-Gens 
identifiziert werden (Offermann et al., 2006). Hierauf wird in einem späteren Kapitel der 
Einleitung genauer eingegangen (1.3.3.). 
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1.2.2. Das C4-spezifische Malatenzym-Gen 
Das C4-spezifische Malatenzym (Me) in Mais ist in Chloroplasten von Bündelscheiden 
lokalisiert und katalysiert dort die Decarboxylierung innerhalb des C4-Zyklus. Dadurch 
beliefert sie die Rubisco mit dem nötigen CO2 für die finale Fixierung des Kohlenstoffs 
(Abb. 1.1). Neben dem C4-spezifischen Malatenzym (Me1) wurden drei weitere nicht-
photosynthetische Isoformen in Mais identifiziert. Die Expression der C4-spezifischen-
Isoform in Verbindung mit einer weiteren Isoform (Me2A) ist dabei für den Hauptanteil an 
Malatenzym der Pflanze verantwortlich. Die beiden anderen Isoformen (Me2B und 
CytMe) werden dagegen ausschließlich in der Wurzel und im Embryo transkribiert 
(Maurino et al., 2001; Tausta et al., 2002; Detarsio et al., 2008).  
Über die C4-spezifische Isoform in Mais ist bekannt, dass sie abhängig vom 
Entwicklungsstadium des Blattes eine lichtinduzierbare, bündelscheidenspezifische 
Expression zeigt (Sheen et al., 1987; Schaeffner et al., 1992; Tausta et al., 2002).  
Die Regulation der Lichtinduktion findet auf transkriptioneller Ebene statt  
(Collins et al., 1983). Inwieweit die bündelscheidenspezifische Anreicherung aufgrund 
transkriptioneller oder posttranskriptioneller Regulationsmechanismen erfolgt, wird 
hingegen kontrovers diskutiert. Transgene Studien in der dikotylen Spezies Flaveria 
bidentis zeigten, dass ein 2361 bp großes Promotorelement des C4-Me-Gens die 
bündelscheidenspezifische Transkription determiniert (Marshall et al., 1997).  
Ältere Run-on Experimente in Mais zeigten dagegen sowohl in Mesophyllprotoplasten als 
auch in Bündelscheiden Expression (Sheen, 1990). Dies ließe eine posttranskriptionelle 
Regulation für die bündelscheidenspezifische Transkriptanreicherung vermuten 
(Sheen, 1999).  
Die Malatenzym-Isoformen teilen sowohl auf Protein- als auch mRNA-Ebene eine generell 
hohe Sequenzhomologie. So besitzen die Me2-Isoformen auf Nukleotid-Ebene eine 
99%ige Übereinstimmung und diese ist wiederum zu 87% identisch zur C4-spezifischen 
Isoform. Über den Homologiegrad der Isoformen auf genomischer Ebene sind bisher keine 
Studien veröffentlicht. Es wird jedoch vermutet, dass sich alle Gene, bis auf die CytMe-
Isoformen, auf Basis eines bereits bestehenden plastidären Gens entwickelt haben  
(Tausta et al., 2002; Detarsio et al., 2008). 
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1.3. Chromatin 
Das Erbgut der in dieser Arbeit verwendeten Modellpflanze Mais (Zea mays) besitzt eine 
Länge von ca. 3x109 Basenpaaren. Dies entspricht unkomprimiert einer Länge von etwa 
zwei Metern. Dennoch findet das Genom in einem nur 5-10 µm großen Zellkern Platz 
(Paul et al., 1999). Damit dies möglich ist, muss eine massive Kondensation stattfinden. 
Dies wird hauptsächlich durch die Anlagerung und Interaktion von Proteinen mit der DNA 
erreicht, wodurch eine als Chromatin bezeichnete Struktur entsteht. 
 
1.3.1. Struktur und Aufbau des Chromatins 
Die Kernstruktur des Chromatins bildet das Nukleosom. Dabei handelt es sich um ein 
Oktamer, welches aus jeweils zwei Kopien der Histonproteine H2A, H2B, H3 und H4 
aufgebaut ist. Um diesen Proteinkomplex ist die DNA im Zellkern 1,65 mal gewunden. 
Unter Stabilisierung durch ein weiteres, als Histon H1 bezeichnetes Protein, interagiert das 
Nukleosom somit über 165 bp mit der DNA (Luger et al., 1997). Unter den 
physiologischen Bedingungen im Zellkern bildet das DNA-Nukleosomen-Gerüst 30 nm 
Fibrillen aus. Durch diese beiden Organisationsebenen wird ein bis zu 40-facher 
Kondensationsgrad erreicht. Dieser wird weiter erhöht, indem das Chromatin in definierten 
Abständen an die Kernmatrix gebunden ist. Die damit verbundene Ausbildung von 
Schleifendomänen zieht eine weitere Kompaktierung mit sich. Letztendlich wird durch das 
lichtmikroskopisch sichtbare Chromosom der endgültige Kondensationszustand des 
Chromatins erreicht (Paul et al., 1999). Aufgrund der Struktur und Funktion unterscheidet 
man zwischen Heterochromatin und Euchromatin. Für Heterochromatin ist dessen starke 
Kondensation typisch (Heitz, 1928), wobei man zwischen konstitutivem und fakultativem 
Heterochromatin unterscheidet. Konstitutives Heterochromatin ist gekennzeichnet durch 
die Abwesenheit von Genen. Man findet in diesen Bereichen vor allem Telomere, 
Centromere und repititive Sequenzen (Huisinga et al., 2006). Gene in fakultativem 
Heterochromatin sind zumeist in einem reprimierten Zustand, können aber unter 
bestimmten Bedingungen reaktiviert werden (Avramova, 2002). Im Euchromatin ist die 
Mehrheit der Gene lokalisiert. Charakteristisch ist eine hohe Transkriptionsaktivität dieser 
Gene, weshalb das Euchromatin deutlich weniger kondensiert vorliegt als das 
Heterochromatin (Gelato et al., 2008). Der beschriebene Aufbau des Chromatins 
verwirklicht damit drei fundamentale Vorraussetzungen für das Genom. (1) Durch die 
Assoziation von Histonen und anderen Proteinbestandteilen des Chromatins verleihen sie 
der DNA Stabilität, welche für die starke Kompaktierung nötig ist. (2) Das Chromatin 
vermittelt ebenfalls die nötige strukturelle Organisation für die Kondensation im Zellkern. 
(3) Es werden räumlich getrennte Strukturen geschaffen, welche Einfluss auf die 
Regulation von Prozessen im Genom haben (Paul et al., 1999). 
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Seit einiger Zeit ist bekannt, dass die posttranslationale Modifikation von Histonen einen 
wichtigen Bestandteil bildet, um diese Eigenschaften des Chromatins zu gewährleisten. 
Die Modifizierung erfolgt überwiegt an den N-terminalen Enden und beinhaltet neben 
Acetylierung und Methylierung auch die Ubiquitinylierung, Phosphorylierung, 
Sumoylierung und ADP-Ribosylierung (Li et al., 2007). Im folgenden Kapitel soll eine 
Übersicht vermittelt werden, welche Rolle spezielle Histonmodifikationen in diesem 
Kontext spielen. Das Hauptaugenmerk wird dabei auf die Acetylierung und Methylierung 
der Histone H3 und H4 gelegt. 
 
1.3.2. Bedeutung von Histonmodifikationen bei der Genregulation 
Der Einfluss von Histonmodifikationen auf die Chromatinstruktur und die damit 
verbundenen regulatorischen Prozesse der Transkription von Genen wurde intensiv in der 
Hefe Saccharomyces cerevisiae untersucht. Die meisten Analysen betrafen dabei die 
Acetylierung und Methylierung der Histone H3 und H4. Grundsätzlich findet die 
Acetylierung an Lysinresten (K) statt, während die Methylierung sowohl an Lysin- als 
auch Argininresten (R) erfolgen kann. Lysinreste können mono- (me1), di- (me2), und 
trimethyliert (me3) vorliegen, während bei der Methylierung von Argininresten zwischen 
Monomethylierung und der symmetrischen oder asymetrischen Dimethylierung 
differenziert wird (Kouzarides, 2007).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 1.2: Posttranslationale Acetylierungen und Methylierungen von Histonen 
Dargestellt sind die N-terminalen Enden der Histone H3 und H4 mit den in Pflanzen Spezies bis zu diesem Zeitpunkt 
bekannten potentiellen Acetylierungen (orange Dreiecke) und Methylierungsstellen (blaue Kreise). Die Abbildung wurde 
nach Chen und Tian verändert und nach Benhamed erweitert (Benhamed et al., 2006; Chen et al., 2007). 
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In Abbildung 1.2 ist eine Übersicht der bisher ermittelten Lysinreste dargestellt, die in 
Pflanzen der Acetylierung bzw. Methylierung unterliegen. Blaue Kreise repräsentieren 
dabei Lysin- und Argininmethylierung, orange Dreiecke Acetylierung. 
Die Etablierung der Modifikationen wird insbesondere für die Methylierung von 
Lysinresten durch hochspezifische Enzyme katalysiert. Demnach modifiziert eine Klasse 
an Lysin-Methyltransferasen (HMTs) gewöhnlich einen bestimmten Lysinrest eines 
spezifischen Histons (Bannister et al., 2005). Histonacetyltransferasen (HATs) zeigen 
demgegenüber eine deutlich geringere Spezifität. Generell modifizieren diese Enzyme 
mehr als einen Lysinrest, wobei auch hier Einschränkungen identifiziert wurden  
(Sterner et al., 2000). Die Etablierung von Histonacetylierungen als auch Histon-
methylierungen ist ein äußerst dynamischer Prozess. Aufgrund der hohen Aktivität von 
Histondeacetylasen (HDACs) liegt die Halbwertszeit für acetylierte Lysinreste bei 
lediglich wenigen Minuten. Demgegenüber wurde lange Zeit die Methylierung von 
Lysinen als ein irreversibler Prozess propagiert. Erst kürzlich konnten Demethylasen 
identifiziert werden. Zudem lassen neuere Studien für die Trimethylierung von H3K4 auf 
eine Halbwertszeit von etwa einer Stunde schließen (Borun W., 1972; Shi et al., 2004; 
Nightingale et al., 2007).  
Bei der Verteilung von Histonmodifikationen im Genom konnten grundsätzliche 
Gemeinsamkeiten herausgestellt werden. Studien konnten demnach zeigen, dass 
euchromatische Bereiche häufig acetylierte Histone aufweisen. Der gleiche 
Zusammenhang wurde für die Trimethylierung von H3K4 sowie für die Di- bzw. 
Trimethylierung von H3K36 entdeckt. Dagegen sind Histone heterochromatischer 
Bereiche zumeist deacetyliert und tragen Methylierungen wie H3K9me2 sowie H3K27me3 
(Li et al., 2007). Die Funktion hiervon ist die Etablierung einer spezifischen globalen 
Chromatinumgebung. Es wurden allerdings nicht nur für globale Chromatinregionen wie 
Euchromatin und Heterochromatin grundsätzliche Gemeinsamkeiten in der Lokalisation 
von Histonmodifikationen beobachtet. Offensichtlich ist dies auch auf Genbereiche 
übertragbar. Die Abbildung 1.3 zeigt schematisch eine Übersicht von ausgewählten 
Histonmodifikationen und deren Zusammenhänge während des Transkriptionsprozesses in 
Hefen. Der Abbildung ist zu entnehmen, dass Acetylierung verschiedener Lysine der 
Histone H3 und H4 sowie die H3K4me3 im Promotor und im 5´-Bereich der 
transkribierten Region aktiver Gene gefunden wurden (Santos-Rosa et al., 2002; Kurdistani 
et al., 2004; Schneider et al., 2004; Liu et al., 2005). Für die Di- bzw- Trimethylierung von 
H3K36, wurde hingegen eine Anreicherung über die kodierende Region beobachtet 
(Pokholok et al., 2005; Rao et al., 2005).  
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Bei der H3K9me2 ist das Bild hingegen weit weniger deutlich. Diese Modifikation wurde 
sowohl in fakultativen als auch konstitutivem Heterochromatin beobachtet. Beschränkt 
sich die Modifikation auf den Promotorbereich, bewirkt sie eine Inaktivierung. Ist sie 
dagegen auf die kodierende Region beschränkt, dann korreliert sie auch mit aktiven Genen 
(Vakoc et al., 2005; Li et al., 2007).  
 
 
Abbildung 1.3: Genomweites Verteilungsmuster von Histonmodifikationen im Zusammenhang mit der 
Transkription 
Die Verteilung von Histonen und ihren Modifikationen sind für ein willkürliches Gen relativ zum dessen Promotor und 
kodierender Region schematisch dargestellt. Die Kurven repräsentieren die Verteilung und das Niveau einer 
Modifikation, welche aus genomweiten Studien ermittelt wurden. Mit Ausnahme der Daten für die H3K9 und H3K27 
Methylierung basieren die meisten der dargestellten Ergebnisse auf Untersuchungen an Hefen. Verändert nach Li et al., 
2007. 
 
Über diese grundsätzlichen Gemeinsamkeiten hinaus können bei der Betrachtung 
spezifischer Gene bzw. bei unterschiedlichen Organismen Diversitäten bezüglich des 
Vorkommens und der Lokalisation von Histonmodifikationen auftreten. Diese sollen im 
Folgenden für die in Abbildung 1.3 ausgewählten Modifikationen aufgrund des in dieser 
Arbeit verwendeten Modellsystems Mais für das Pflanzenreich kurz erläutert werden:  
Für konservierte Positionen zeigen die Acetylierungen der Histonen H3/H4 und auch die 
Methylierung von H3K4 in einer Reihe an Untersuchungen, dass sich diese in ihrer 
Verteilung über die Gene bei Pflanzen nicht nennenswert von dem der Hefen 
unterscheiden (Ng et al., 2006; Li et al., 2008). Dagegen ist die Verteilung der H3K36 
Dimethylierung in Pflanzen auf den Beginn der kodierenden Region von Genen beschränkt 
und variiert demnach deutlich von der in Hefen (Zhao et al., 2005). Auch bei den in der 
Abbildung 1.3 aufgeführten Modifikationen H3K9me2 und H3K27me wurden 
Unterschiede ermittelt. In Pflanzen wurde für die Trimethylierungen von H3K27 und von 
H3K9 über dem gesamten Gen eine graduelle Abnahme vom Promotor über die codierende 
Region bis an das Ende des Gens beobachtet (Turck et al., 2007; Zhang et al., 2007). 
Darüber hinaus wurden auch Modifikationen identifiziert, die speziell nur in Pflanzen 
vorkommen, bzw. in diesen fehlen. Dazu gehört beispielsweise die Modifikation von 
H4K20, welche in Pflanzen ausschließlich acetyliert vorliegt, während diese in  
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Nicht-Pflanzen Systemen, wie Hefen und Säugetierzellen, methyliert wird. Dies gilt auch 
für H3K79, welche in Nicht-Pflanzen Systemen in methylierter Form vorkommt, jedoch in 
Pflanzen unmodifiziert vorliegt (Miao et al., 2005; Vakoc et al., 2006; Zhang et al., 2007; 
Schotta et al., 2008). 
Hintergrund der Etablierung von Verteilungsmustern in Genen ist das präzise, sehr lokal 
begrenzte aufeinander Abstimmen der Modifikationen für die Ausführung übergeordneter 
Prozesse, wie die Aktivierung von Genen, die Replikation oder auch die Reparatur von 
Genombereichen. Es stellt sich die Frage, nach welchem Mechanismus Modifikationen 
funktional im Chromatin wirken. Darüber gibt es unterschiedliche Hypothesen die im 
folgenden Kapitel vorgestellt werden. 
 
1.3.2.1. Ladungsneutralisierungs- und Histon-Code-Hypothese 
Ein relativ einfaches Modell für die Erklärung des Mechanismus, nach dem 
Histonmodifikationen wirken ist, dass diese die Chromatinstruktur direkt verändern. Dies 
führt entweder zur Öffnung oder zur Kompaktierung des Chromatins. Dadurch kann der 
Zugang für DNA-bindende Proteine, wie z.B. Transkriptionsfaktoren, beeinflusst werden. 
Vor allem der Histonacetylierung wird ein solcher Effekt zugeschrieben, da diese 
Modifikation die positive Ladung von Lysinresten aufhebt und somit die Interaktion der 
Histone mit der negativ geladenen DNA reduziert wird (Imhof et al., 1998). 
Der bis dato am besten charakterisierte Mechanismus ist hingegen die Rekrutierung von 
Nicht-Histonproteinen. Durch posttranslationale Histonmodifikationen werden Plattformen 
für die Bindung von Effektorproteinen unterschiedlicher Klassen erzeugt (Jenuwein et al., 
2001). Beispielweise lassen Studien in Hefen darauf schließen, dass die Acetylierung von 
Lysin 16 des Histons H4 die Chromatinstruktur im Zellkern beeinflusst. Der Grund dafür 
wird in der Änderung des Bindungsverhaltens von Chromatin-assoziierten Proteinen zu 
diesem Lysinrest bei Acetylierung vermutet (Shogren-Knaak et al., 2006). Untersuchungen 
der Dimethylierung von H3K9 zeigten eine Wechselwirkung des Heterochromatin- 
Protein-1 mit dieser Modifikation. Dieses Protein steht im Zusammenhang mit dem 
Heterochromatin assoziiertem Gen-Silencing in Drosophila (Grewal et al., 2007). Durch 
diese Modifikation werden somit indirekt Bereiche des Genoms in heterochromatischem 
Zustand gehalten. Die H3K4 Trimethylierung war ebenfalls Gegenstand vieler Studien zu 
diesem Kontext. Es konnte dabei gezeigt werden, dass Chromatin-Remodelling-Komplexe 
diese Modifikation als Chromatinbindestelle nutzen. Chromatin-Remodelling-Komplexe 
verändern die Interaktionen zwischen DNA und Histonen. Dies kann durch 
Repositionierung von Nukleosomen, Exposition verdeckter Bindestellen oder durch 
Verlust von Histon-Dimeren geschehen. Dies ist häufig ein wichtiger Mechanismus für die 
Aktivierung von Promotoren (Flaus et al., 2001; Wysocka et al., 2006).  
                                                                                                                                                       EINLEITUNG 
11 
Demgegenüber zeigte sich auch die Interaktion eines Histondeactylase-Komplexes mit 
H3K4me3. Die Folge ist eine Histondeacetylierung der jeweiligen Gene, wodurch diese 
inaktiviert werden (Shi et al., 2006). Anhand dieser Auszüge an Beispielen wird somit klar, 
wie Histonmodifikationen auf die Struktur, bzw. Prozesse innerhalb des Chromatins 
Einfluss nehmen. Es wird jedoch auch deutlich, dass die gleiche Histonmodifikation 
unterschiedliche, teils gegensätzliche Prozesse auslösen kann. Als Grund dafür konnte für 
verschiedene Effektorproteine das Zusammenspiel weiterer Histonmodifikationen 
identifiziert werden (Vermeulen et al., 2007). In einer umfangreichen Untersuchung wurde 
der Zusammenhang untersucht, welche Aminosäuren der vier verschiedenen Histone für 
die H3K4 Trimethylierung nötig sind, bzw. diese verhindern. Dafür wurde eine Bibiliothek 
aller vier Histonproteine angelegt, bei denen systematisch alle Lysinpositionen durch 
Alaninreste substituiert wurden. Eine Zusammenfassung der Ergebnisse dieser Studie ist in 
Abbildung. 1.4 gezeigt. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 1.4: Wechselwirkung zwischen verschiedenen Histonmodifikationen 
Dargestellt sind Aminsosäurereste, zum Teil mit Modifikationen, die nötig sind für normale H3K4 Trimethylierung. Cis-
agierende Aminosäuren sind schwarz hervorgehoben. Die Ubiquitinylierung auf H2B an Lysin 123 (H2BK123Ub) hat 
trans-agierenden Einfluss auf die Methylierung von H3K4. Ac = Acetylierung. Me = Methylierung. Verändert nach 
Nakanishi et al. (2008). 
 
Es konnten zum einen eine Reihe cis-agierender Aminosäurereste entdeckt werden, die 
notwendig sind, damit eine effiziente H3K4me3 erfolgen kann (schwarz hervorgehoben). 
Dazu zählt beispielsweise die Acetylierung von H3K14, ohne die eine H3K4 
Trimethylierung nicht möglich ist. Zudem stellte sich bei dieser sowie bei weiteren Studien 
heraus, dass auch trans-agierende Aminosäuren wichtig sind. Ohne die Ubiquitinylierung 
von Lysin 123 des Histons H2B kann beispielweise keine H3K4 Trimethylierung etabliert 
werden (Kouzarides, 2007; Nakanishi et al., 2008). Diese Beispiele zeigen die 
offensichtlich hohe Komplexizität der gespeicherten Informationen sowie ihrer 
gegenseitigen Verbindungen. Aufgrund dessen wurde dieser Mechanismus kürzlich als 
Histon-Sprache definiert (Berger, 2007).  
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In Zukunft besteht deshalb das Hauptinteresse darin, das Gesamtbild an 
Histonmodifikationen zu erforschen um daraus einen Zusammenhang zu bestimmten 
Prozessen im Chromatin herstellen zu können (Li et al., 2007). 
 
1.3.3. Rolle der Histonmodifikationen bei der Regulation des C4 -spezifischen 
Pepc-Gens in Mais 
Mit zunehmender Erkenntnis über die Bedeutung epigenetischer Regulationsmechanismen 
ergab sich die Frage, wie die Signalintegration auf dieser regulatorischen Ebene abläuft. 
Durch eine Reihe von Studien konnten für C4-spezifische Gene vielfälltige exo- und 
endogene Stimuli identifiziert werden, die einen Einfluss auf die Expression dieser Gene 
haben. Aufgrund dieser mannigfaltigen Regulation und der leichten Manipulierbarkeit der 
Stimuli, bieten sich diese Gene für Untersuchungen der Signalintegration auf 
epigenetischer Ebene an. Für das C4-Pepc-Gen wurde bereits erläutert, dass es einer 
lichtinduzierten, gewebespezifischen Regulation unterliegt. Zudem führen weitere Stimuli 
wie Metabolitverfügbarkeit sowie Hormonmangel zu einer Repression des Gens. Die 
ersten Analysen epigenetischer Regulationsmechanismen für das C4-Pepc-Gen gehen 
bereits auf das Jahr 1991 zurück. Diese zeigten, dass eine im distalen Promotorbereich 
lokalisierte Position gewebespezifischer- und lichtabhängiger DNA-Methylierung 
unterliegt (Langdale et al., 1991). Weitere Untersuchungen, die sich mit der 
Signalintegration auf Chromatinebene beschäftigten, folgten. Das aus den ermittelten 
Ergebnissen beruhende Arbeitsmodell ist in Abbildung 1.5 schematisch dargestellt und 
wird im Folgenden genauer erläutert. 
Kalamajka et al. (2003) konnten zeigen, dass die lichtinduzierte Aktivierung des C4-Pepc-
Gens in Mais mit der erhöhten Zugänglichkeit für Restriktionsendonukleasen im 
Promotorchromatin einhergeht. Die erste Betrachtung von Histonmodifikationen ließ auf 
eine lichtinduzierte, jedoch transkriptionsunabhängige Hyperacetylierung des Pepc-
Promotors im Blatt schließen (Offermann et al., 2006). Dieser Zusammenhang wurde für 
weitere Lysinreste von Histonen bestätigt. Zudem wurde ein hochaufgelöstes 
Histonacetylierungsprofil des distalen und proximalen Pepc-Promotors aufgenommen. 
Dieses ermöglichte die Aussage, dass sich die lichtinduzierte Histonacetylierung über den 
gesamten Promotorbereich erstreckt.  
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Abbildung 1.5: Modell zur Signalintegration auf Chromatinebene am C4-Pepc-Gen 
Dargestellt ist das Arbeitsmodell zur Signalintegration auf Chromatinebene des C4-Pepc-Gens. Hierbei führt 
Lichteinstrahlung zur Aufacetylierung von Histonen im gesamten C4-Pepc-Promotor. Durch die Wirkung eines diurnalen 
Faktors wird sowohl die Acetylierung des distalen wie auch des proximalen Promotors beeinflusst. Während im 
proximalen Promotor lediglich die lichtinduzierbaren Modifikationen betroffen sind, sind im distalen Promotor alle 
untersuchten Lysine durch diesen Faktor beeinflusst. Metabolische Reize spiegeln sich ebenfalls im Acetylierungsniveau 
des distalen Promotors wieder. Das potentiell aktivierbare Gewebe wird durch die Trimethylierung von H3K4 markiert. 
Weitere Informationen siehe Text. 
 
Unter Metabolitrepression bzw. Hormonmangel war zudem erkennbar, dass die 
Histonacetylierung am proximalen C4-Pepc-Promotor von diesen Stimuli unbeeinflusst 
bleibt, während für den distalen Promotorbereich eine komplette Deacetylierung erfolgt 
(Offermann et al., 2006; Offermann et al., 2008). Letztendlich konnten kürzlich erfolgte 
Studien auch einen diurnalen Einfluss auf die Histonacetylierung am C4-Pepc-Promotor 
nachweisen. Offensichtlich ist dieser diurnale Stimulus an bestimmten Tageszeiten für die 
Histonacetylierung am Pepc-Promotor notwendig. Damit wurde bewiesen, dass Licht zwar 
notwendig, aber keineswegs hinreichend für die Histonacetylierung ist (Horst, 2009). 
Neben der Histonacetylierung wurden die Untersuchungen epigenetischer Mechanismen 
am C4-Pepc-Gen auch auf die Histonmethylierung ausgedehnt. Dabei stand der 
Methylierungszustand von H3K4 im Fokus der Analysen. Erste Ergebnisse zeigten dabei, 
dass die Modifikation H3K4me3 über das gesamte Pepc-Gen unabhängig vom Licht und 
damit vermutlich auch vom Transkriptionszustand im Blatt vorkommt. Die getrennte 
Betrachtung der beiden, an der C4-Photosynthese beteiligten Gewebe Mesophyll und 
Bündelscheide, ergaben schließlich eine auf das Mesophyll beschränkte H3K4 
Trimethylierung am C4-Pepc-Gen. Dagegen wurde eine erhöhte H3K4 Dimethylierung am 
Metabolite diurnaler
Rhythmus
Licht
Signal-
integration
Signal-
integration
prox. Promotoracetylierungdist. Promotoracetylierung H3K4 Methylierung
Signal-
integration
C4-Pepc Transkription
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                                                                                                                                                       EINLEITUNG 
14 
inaktiven C4-Pepc-Gen der Bündelscheiden ermittelt. Auf diesen Resultaten basiert die 
Hypothese für ein Modell, welches eine gewebespezifische H3K4me3 für die 
lichtinduzierte Aktivierung des C4-Pepc-Gens voraussetzt (Danker, 2007).  
Die Gesamtbetrachtung der Ergebnisse läßt somit die Vermutung zu, dass am distalen 
Pepc-Promotor die Signalintegration nach der Ladungsneutralisationshypothese, am 
proximalen Promotor hingegen nach einem reizvermittelten Histoncode-Modell erfolgt. 
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1.4. Ziel der vorliegenden Arbeit 
Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, das in Abschnitt 1.3.3. beschriebene Arbeitsmodell zur 
Signalintegration des C4-Pepc-Gens in Zea mays zu erweitern. Hierbei steht im Fokus der 
Untersuchungen die Methylierung von H3K4, für die eine zentrale Bedeutung in der 
Regulation der gewebespezifischen Transkription des C4-Pepc-Gens vermutet wird. Um 
dies zu verifizieren wird die Analyse dieser Modifikationen auf weitere Gewebe der 
Maispflanze sowie auf das C4-Me-Gen ausgeweitet. Zudem erfolgt die Betrachtung der 
gewebespezifischen Signalintegration, die zur Veränderung von Histonacetylierungen 
führt. Dafür werden umfangreiche Studien an getrennten Geweben des Blattes 
durchgeführt. Schließlich erfolgt eine allelspezifische Betrachtung epigenetischer 
Modifikationen am C4-Pepc-Gen. Über diese sollen Gründe für das Vorkommen 
repressiver epigenetischer Marker am Pepc-Gen ermittelt werden. 
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2. Material und Methoden 
2.1. Material 
2.1.1. Spezielle Chemikalien und Verbrauchsmaterialien 
Tabelle 2.1: Verwendete Chemikalien und Verbrauchsmaterialien 
Chemikalie/ 
Verbrauchsmaterial Bezugsquelle Verwendungszweck 
α-Amanitin Sigma (Traufkirchen) Pflanzenbehandlung 
Bovines Serumalbumin (BSA) Carl Roth GmbH (Karlsruhe) ChIP-Analyse 
Caseinsäure Sigma (Traufkirchen) Zellkultur 
dNTP-Mix MBI Fermentas (St. Leon-Rot) Standard PCR 
Miracloth VWR (Darmstadt) Chromatinextraktion 
N6-Makro- Mikroelemente mit 
Vitaminen 
Duchefa (Brüssel, Belgien) Zellkultur 
Natriumdesoxycholat Merck (Darmstadt) ChIP-Analyse 
Nonidet-P40 AppliChem (Darmstadt) ChIP-Analyse 
Opitcal Adhesive Covers Applied Biosystems (Darmstadt) Quantitative PCR 
Phytagel Sigma (Traufkirchen) Zellkultur 
Protein-A-Agarose Roche Diagnostics GmbH (Mannheim) ChIP-Analyse 
Protein-G-Agarose Roche Diagnostics GmbH (Mannheim) MeDIP-Analyse 
Thermo-Fast® 96 Detection Plate ABgene (Epson, UK) Quantitative PCR 
Triton X-100 AppliChem (Darmstadt) ChIP-Analyse 
Trans-Zeatin Sigma (Taufkirchen) Pflanzenbehandlung 
 
2.1.2. Apparaturen, Geräte, Zubehör 
Tabelle 2.2: Verwendete Apparaturen, Geräte und Zubehör 
Apparatur/ Geräte / Zubehör Hersteller/ Bezugsquelle Verwendungszweck 
ABI Prism® 7000 Applied Biosystems (Darmstadt) Quantitative PCR 
ABI Prism® 7300 Applied Biosystems (Darmstadt) Quantitative PCR 
Agarose-Gelelektrophoreseapparatur Werkstätten der RWTH-Aachen Gelelektrophorese 
Biofuge fressco Heraeus (Osterode) Zentrifugation 
Bioruptor Diagenode (Lüttich, Belgien) Chromatinextraktion 
CONSORT E143 Power Supply CONSORT (Turnhout, Belgien) Gelelektrophorese 
GeneAmp PCR System 9700 Applied Biosystems (Darmstadt) Standard PCR 
Herolab UVT-20 M Herolab (Wiesloch) Fotodokumentation 
LED-Leuchtmittel grün (E27, MR16) Conrad Electronic (Hirschau) Pflanzenernte 
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Apparatur/ Geräte / Zubehör Hersteller/ Bezugsquelle Verwendungszweck 
Hybridisierungsofen Biometra (Göttingen) ChIP-Analyse 
Megafuge 3.0R Heraeus (Osterode) Zentrifugation 
Mirko 22 Hettich (Tuttlingen) Zentrifugation 
WTW pH 90 Werkstätten der RWTH-Aachen pH-Wert Messung 
Innova 4430 Incubator Shaker New Brunswick Scientific (New 
Jersey, USA) 
Zellkultur 
 
2.1.3. Reaktionskits 
Tabelle 2.3: Reaktionskits 
Reaktionskit Hersteller Verwendungszweck 
MSB Sin PCRapace Kit Invitek (Berlin) DNA-Aufreinigung 
Platinum® SYBR® Green 
qPCR Supermix-UDG mit Rox 
Invitrogen (Carlsbad, USA) Quantitative PCR 
TOPO TA Kloning Kit for 
Sequencing 
Invitrogen (Carlsbad, USA) Klonierung 
 
2.1.4. Enzyme 
Tabelle 2.4: verwendete Enzyme 
Enzyme Hersteller Verwendungszweck 
DNase I (aus Rinderpankreas) Roche Diagnostics GmbH (Mannheim) RNA-Extraktion 
GoTaq Flexi DNA-Polymerase Promega (Mannheim) Standard PCR 
Macerozyme R-10 Serva (Heidelberg) Gewebepräparation 
M-MLV Reverse Transkriptase Promega (Mannheim) cDNA-Synthese 
Rohament CL AB Enzymes (Darmstadt) Gewebepräparation 
Rohament PL AB Enzymes (Darmstadt) Gewebepräparation 
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2.1.5. Größenstandards 
Tabelle 2.5: Verwendete Größenstandards für die Gelelektrophorese 
Standards Hersteller Verwendungszweck 
GeneRulerTM 50 bp DNA Ladder MBI Fermentas (St. Leon-Rot) Gelelektrophorese 
GeneRulerTM 100 bp DNA Ladder MBI Fermentas (St. Leon-Rot) Gelelektrophorese 
GeneRulerTM 1Kb DNA Ladder MBI Fermentas (St. Leon-Rot) Gelelektrophorese 
λ-DNA/PstI MBI Fermentas (St. Leon-Rot) Gelelektrophorese 
 
2.1.6. Antikörper 
Tabelle 2.6: Verwendete Antikörper für die Chromatinimmunopräzipitation 
* = eingesetzte Menge des entsprechenden Antikörpers für die Chromatinimmunopräzipitation (2.2.6.1.)  
 
Antikörper Kurzbezeichnung Hersteller-Bezeichnung Hersteller [µl]* 
Anti-Hyperacetyl H4 H4Hyp 06-946 Millipore (Billerica, USA) 5 
Anti-Acetyl H3K9 H3K9ac 07-352 Millipore (Billerica, USA) 5 
Anti-Acetyl H3K18 H3K18ac 07-354 Millipore (Billerica, USA) 1 
Anti-Monomethyl H3K4 H3K4me1 Ab8895 Abcam (Cambridge, UK) 7,5 
Anti-Dimethyl H3K4 H3K4me2 Ab7766 Abcam (Cambridge, UK) 5,5 
Anti-Dimethyl H3K4 H3K4me2 07-030 Millipore (Billerica, USA) 5,5 
Anti-Trimethyl H3K4 H3K4me3 Ab8580 Abcam (Cambridge, UK) 2,5 
Anti-Dimethyl H3K9 H3K9me2 07-441 Millipore (Billerica, USA) 10 
Anti-H3 C-terminal H3C Ab1791 Abcam (Cambridge, UK) 1 
Anti-5´-meCyt meCyt BI-MECY-100 Eurogentec (Seraing, BL) 10 
Anti-SBE Kontrollserum - Institut für Biologie I 
RWTH-Aachen 
5-10 
 
2.1.7. Häufig verwendete Puffer, Medien und Lösungen 
Tabelle 2.7: Häufig verwendete Puffer, Medien und Lösungen  
Bezeichnung Komponenten Endkonzentration/ Menge
Trizol Guanidiniumthiocyanat 
Ammoniumthiocyanat 
Na-Acetat pH 5 
Glycerin 
Phenol (Wasser äquilibriert) 
0,8 M 
0,4 M 
0,1 M 
5% (v/v) 
38% (v/v) 
TAE (50x) Tris/ HCl 
Eisessig 
EDTA pH 8 
2 M 
5% (v/v) 
50 mM 
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Bezeichnung Komponenten Endkonzentration/ Menge
Agarosegel-Ladepuffer (6x) Glycerin 
EDTA pH 8 
Tris/ HCl pH 7,6 
Orange G 
60% (v/v) 
60 mM 
10 mM 
0,03% (v/v) 
DNA-Extraktionspuffer Tris/ HCl pH 8 
NaCl 
EDTA pH 8 
SDS 
100 mM 
100 mM 
50 mM 
2% 
DNase I-Puffer Tris/ HCl pH 7,5 
MgCl2 
0,2 M 
20 mM 
EDTA EDTA 
pH 8 mit NaOH 
0,5 M 
auf pH 8 
Glycin Glycin 2 M 
Puffer A Natriumbutyrat 
Sucrose 
Tris/ HCl pH 8 
Betamercaptoethanol 
PMSF 
Formaldehyd 
10 mM 
0,4 mM 
10 mM 
5 mM 
0,1 mM 
3% 
Puffer B Natriumbutyrat 
Sucrose 
Tris/ HCl pH 8 
Betamercaptoethanol 
PMSF 
Complete Protease Inhibitor 
10 mM 
0,4 mM 
10 mM 
5 mM 
0,1 mM 
1x 
Puffer C Natriumbutyrat 
Sucrose 
Tri/ HCl pH 8 
Betamercaptoethanol 
PMSF 
MgCl2 
Triton X-100 
Complete Protease Inhibitor 
10 mM 
0,25 M 
10 mM 
5 mM 
0,1 mM 
10 mM 
1% 
1x 
Puffer D Natriumbutyrat 
Sucrose 
Tris/ HCl pH 8 
Betamercaptoethanol 
PMSF 
Triton X-100 
MgCl2 
Complete Protease Inhibitor 
10mM 
1,7 M 
10 mM 
5 mM 
0,1 mM 
0,15% 
2 mM 
1x 
Puffer E Tris/ HCl pH 8 
EDTA pH 8 
SDS 
PMSF 
Complete 
25 mM 
5 mM 
0,5% 
0,1 mM 
1x 
Puffer F Tris/ HCl pH 8 
EDTA pH 8 
NaCl 
Triton X-100 
50 mM 
1 mM 
150 mM 
0,1% 
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Bezeichnung Komponenten Endkonzentration/ Menge
Puffer G Tris/ HCl pH 6,8 
NaCl 
SDS 
Dithiothreitol (DTT) 
62,5 mM 
200 mM 
2% 
10 mM 
Low-Salt Puffer NaCl 
SDS 
Triton X-100 
EDTA pH 8 
Tris/ HCl pH 8 
150 mM 
0,1% 
1% 
2 mM 
20 mM 
High-Salt Puffer NaCl 
SDS 
Triton X-100 
EDTA pH 8 
Tris/ HCl pH 8 
500 mM 
0,1% 
1% 
2 mM 
20 mM 
Lithiumchlorid Puffer LiCl 
NP-40 
Natriumdeoxycholat 
EDTA pH 8 
Tris/ HCl pH 8 
0,25 M 
1% (w/v) 
1% (w/v) 
1 mM 
20 mM 
IP-Puffer (10x) Na-Phosphat pH 7.0 
NaCl 
Triton X-100 
100 mM 
1,4 M 
0,5% 
Na-Phosphat pH 7.0 (1 M) NaH2PO4 
Na2HPO4 
H2O dest. 
5,38 g 
8,67 g 
ad 100 ml 
TE-Puffer Tris/ HCl pH 8 
EDTA pH 8 
10 mM 
1 mM 
Protoplastierungspuffer Sorbitol 
MES 
CaCl2 
Rohament PL 
Rohament CL 
Mazerozym R-10 
NaOH 
0,5 M 
0,005 M 
0,01 M 
1% (v/v) 
3 % (v/v) 
0,12 (w/v) 
auf pH 5,8 titrieren 
Bündelscheiden-
Protoplastierungspuffer 
Sorbitol 
Natrium-Acetat 
EDTA pH 8 
Rohament PL 
Rohament CL 
Mazerozym R-10 
NaOH 
0,5 M 
0,01 M 
0,01 M 
10 % (v/v) 
15 % (v/v) 
0,6 % (w/v) 
auf pH 5 titrieren 
LB-Flüssigmedium mit Ampicillin Hefeextrakt 
NaCl 
Trypton 
Ampicillin 
0,5% (w/v) 
1% (w/v) 
1% (w/v) 
0,1 mg/ ml 
LB-Platten mit Ampicillin Hefeextrakt 
NaCl 
Trypton 
Agar 
Ampicillin 
0,5% (w/v) 
1% (w/v) 
1% (w/v) 
1,5% (w/v) 
0,1 mg/ ml 
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Bezeichnung Komponenten Endkonzentration/ Menge 
N6.1.100.25-Grundmedium (2x) N6 Makro- und Mikroelemente mit 
Vitaminen 
Inositol 
Caseinsäure 
Prolin 
mit KOH auf pH 5,8 einstellen. 
AgNO3 
Saccharose 
steril filtrieren. 
ad 250ml auffüllen 
0,2 mg/ ml 
0,4 mg /ml 
11,5 mg/ ml 
25 mM 
 
6,8 µg/ ml 
0,08 g/ ml 
 
Phytagel (2x) Phytagel 
2,4-D (Hormon) 
6 mg/ ml 
4 mg/ ml 
Induktionsmedium-Platten N6.1.100.25-Grundmedium (2x) 
Phytagel (2x) 
250 ml 
250 ml 
 
2.1.8. Verwendete Oligonukleotide 
Tabelle 2.8: Verwendete Oligonukleotide 
Die in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide wurden von der Firma Metabion (Martinried) bezogen. 
 
Name 
(Gen) Sequenz (5´-3´) 
Primer 
(nM)
MgCl2 
(mM) 
Betain 
(M) 
Produkt 
(bp)
-2400 
(C4-Pepc) 
TATCCTTCTGCCTAGGTTGAGTAGCT / 
TGTTGACACCAAATCCTAACCAAA 
200 3 0 91 
-2100 
(C4-Pepc) 
GTCACAATTGAAGATTCGTGCAAGG / 
CAGTTTGAACTAAACGACTTCCAAC 
200 3 0 224 
-1600 
(C4-Pepc) 
AGAAACAAAAGCAAGGTCAAGGTG / 
GGTTCTGTTTTCCTGCTTCTAAAAGT 
200 3 0 92 
-1500 
(C4-Pepc) 
CCAAACAGACCCTAAAAATGTGTG / 
GCAGTTGATCTATTCCAGCCTCTTA 
200 3 0 90 
-1300 
(C4-Pepc) 
GTACAAATGAGGTGCCGGATTGATG / 
CGGCCATGGCATGATACAATTCTCA 
250 5 0 139 
-1100 
(C4-Pepc) 
GGTGTTAGGACACGTGGTTAGC / 
CACTTGGCAGCGGTGAAGATAC 
200 3 0 247 
-700 
(C4-Pepc) 
TGGCACCCTTATCCCTACAATAGC / 
GTCTGTTTGCAGGATGTGGTTGAG 
200 3 0 297 
-500 
(C4-Pepc) 
CTCTTAGCCACAGCCGCCTCA / 
CGTCTGTTAGCAAGTAGGCTGCA 
200 3 0 109 
-400 
(C4-Pepc) 
CCCTCTCCACATCCTGCAAAGC / 
ATTCCGTTGGCTAATTGGGTAGCA 
300 3 1 112 
-300 
(C4-Pepc) 
GCACGTCAACAGCACCGAGC / 
GTGGAGAGGGGTGTCTGCTAC 
200 3 0 118 
-200 
(C4-Pepc) 
CGATTGCCGCCAGCAGT / 
GAACCGGCTGTGGCTGAG 
300 3 1 98 
-100 
(C4-Pepc) 
CGGTTACCGCCGATCACATGC / 
CAAATAGGGATGGGGAGTCGTTGG 
200 3 0 113 
+10 
(C4-Pepc) 
AACGACTCCCCATCCCTATTTGAAC / 
AGCAGGGAAGCGAGACGGTTG 
200 3 0,5 110 
+100 
(C4-Pepc) 
CCCTGCTTAGCTTCCCGCCG / 
TGACGGAGCTGCGCGTCGATG 
200 3 0 87 
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Name 
(Gen) Sequenz (5´-3´) 
Primer 
(nM)
MgCl2 
(mM) 
Betain 
(M) 
Produkt 
(bp)
+200 
(C4-Pepc) 
AAGGTCTCCGAGGACGACAAG / 
ACCGGTCGAAGAAGAAATGGG 
200 3 0 142 
+450 
(C4-Pepc) 
CTGTAATGCATGCAGGTCCAGGAGT / 
ATGGAGCTCGCCACGAGGATGG 
300 3 1 139 
+ 1000 
(C4-Pepc) 
1011
ATGCCAAGGACATCACTGAC / 
TCTGGCGCACTAACTTACAC 
200 3 0 194 
+ 1700 
(C4-Pepc) 
1 00
TTCTCCAGCTGTGCTCAAAG / 
ACCGAGTGCTCAGTGATGAC 
200 3 0 304 
+ 1900 
(C4-Pepc) 
TTCACAGATCCAAGCAGCCTTCAG / 
GATGTAGCTCATCCCATAGCGCAT 
300 5 1 90 
+ 2300 
(C4-Pepc) 
TTG GAT GGG TGG TGA CCG C / 
CTCCTGAGAGCTCGAAATGATAGAC 
200 3 0 156 
+ 2700 
(C4-Pepc) 
CAA GGC TAA CGT TTT TCT TTT CTC / 
GCC AGC AAG CAT ACA TCT CTT GTC 
200 3 0 145 
+ 3100 
(C4-Pepc) 
GAG CTC CAC AGT TCG TCT GGT TC / 
GTA GGG CTC GTT TGG AGG AAT TTG 
200 3 0 217 
+ 3500 
(C4-Pepc) 
ATGCAGTTCCTTGAGCCACTTGAG / 
GCG TGG TGA TGG CGT CGA TC 
200 3 0 186 
+ 4000 
(C4-Pepc) 
TGGTGCCGCTGTTCGAAAGG / 
GCT TGG CCA CCT GCG CC 
200 3 0 206 
+ 4300 
(C4-Pepc) 
GTATGCTGCCATTGCCCATTGC / 
GTCTCCGGTGTAGCCTGATAGTGA 
300 5 1,2 110 
+ 5900 
(C4-Pepc) 
GGAAGGGGACACTAGAGATGTCAG / 
CTCCTCAGAAACAAGTGTGATGTCCA 
600 6 0 86 
- 1600 
(C4-Me) 
TGCACCGTTTCGTCCTGAGC / 
TGCGTCCAATTGATCGGCAC 
200 3 0 104 
- 240 
(C4-Me) 
GGATATGATCGTCCCGCCCAACG / 
GCTGCCGACCACGGGTATTGAC 
200 5 1,2 87 
+ 340 
(C4-Me) 
CAGGTTGCCACCGCCTCATC / 
CGC TTC GTC CTC CCT GCT T 
200 3 0 70 
+ 1700 
(C4-Me) 
CCT TTG CAG CGG TAT ATA GCT ATG / 
AAA AGG AAG CAG CTC CAC CAC A 
200 3 0 223 
+ 4100 
(C4-Me) 
TTCATTTGCACTCTATGCTCAGG / 
TTA GAA ACA AGT TCT ACC TGC CCA 
G
200 3 0 113 
+ 5300 
(C4-Me) 
TCTTATCCAACAAATCTCCCCTTGACG / 
GATAGGTGTTCGTGAAGCTTAGCGC 
200 3 0 88 
-200 
(C4-Ppdk) 
CACTATAGCCACTCGCCGCAAG / 
CTGCTCACCTTATCCCGGACGT 
300 3 0 138 
+ 400 
(C4-Ppdk) 
CGTGTCAAGGTGTCCTCGCAAG / 
CACAGGTGTTGTAACGCAAACGTTG 
200 3 0 161 
- 200 
(C4-Ca) 
CGGCACTCGCACGATCAATG / 
GCGAGGCTGGCGACGATG 
200 3 0 71 
+ 400 
(C4-Ca) 
TGGGCGCGCGCGCGTG / 
CTCTCGTTTGACTCCTCAGCTGC 
200 3 0 118 
- 200 
(C4-Mdh) 
AGCCGCCGAACAATCGCTG / 
GCCTTCTTCTCCGATCAGAG 
200 3 0 125 
+ 400 
(C4-Mdh) 
TTTCAGCTCGCGCCTACCCC / 
TCGCCACGCCATCCTGCG 
200 3 0 119 
- 200 
(C4-Pck) 
GAGTATTAGCAAGCATACAGGAGT / 
CACTCTGCAGGAGCAGCAG 
200 3 0 100 
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Name 
(Gen) Sequenz (5´-3´) 
Primer 
(nM)
MgCl2 
(mM) 
Betain 
(M) 
Produkt 
(bp)
+ 400 
(C4-Pck) 
TGGTCCCATCCCAGCAGGG / 
GTCCTGCTTCTTCTTCCCGG 
200 3  136 
- 200 
(Cab-m1) 
TGGCAAGTGGCAGCTCCTG./ 
CACCTGGTGGGTGGGACC 
200 3 0 94 
+ 400 
(Cab-m1) 
CAATCCCAGCCCAGCAACAG / 
GTGTATGCGTGCGTGTGATGG 
200 3 0 100 
- 200 
(Cab-m7) 
AATCTGAACTGTGCCATCACAAAAG / 
GCGGTGGCTGTGGTGTGG 
200 3 0 70 
+ 400 
(Cab-m7) 
GCTACCTGACGGGCGAGTTC / 
TCCAGCTCCCGGTTCTTGGC 
200 3 0 74 
- 200 
(RbcS1) 
AAACTGCCGCTTCCTCCTATCTA / 
CTTATCGCTGCGCGCCATGGT 
200 3 0 78 
+ 400 
(RbcS1) 
CCCGCCGCTCCTCCAGA / 
GCTGCTGCAATGCAAAGAACTACT 
200 3 0 72 
+ 400 
(RbcS2) 
ACGGAGAACGGTGGCCA / 
GATCGAGCTTGCTTGCTTGGGT 
200 3 0 145 
+ 400 
(RbcS2) 
CATACTAGCCAGCCTGCCAGC / 
GCTGCAGCCTGCAAAGAAGATG 
200 3 0 243 
Actin-1 TTTAAGGCTGCTGTACTGCTGTAGA / 
CACTTTCTGCTCATGGTTTAAGG 
200 3 0 119 
Copia CGATGTGAAGACAGCATTCCT / 
CTCAAGTGACATCCCATGTGT 
200 3 0 106 
Gapdh-1 CCGAGACGTTATCAGAACGTGAAGC / 
GTGGTGGTTTCGAACAGACAATAAAAG
G
200 3 0 104 
FSIX Allel 
(C4-Pepc) 
CACTGCTCGTACGTCCTCCCG / 
ATGGAGCTCGCCACGAGGATGG 
200 3 0,5 174 
FPWW Allel 
(C4-Pepc) 
GCTCGTGTCGTGTGCTCGCT / 
ATGGAGCTCGCCACGAGGATGG 
200 3 0,5 174 
hnRNA 
(C4-Pepc) 
GTATGCTGCCATTGCCCATTGC / 
GTCTCCGGTGTAGCCTGATAGTGA 
300 5 1,2 110 
hnRNA 
(C4-Me) 
GTTTGGCTTTGCTTTGCTTTGC / 
GCAGCACTACCGGTAGTTGCGG 
300 3 0 198 
mRNA 
(Actin-1) 
CCTATCGTATGTGACAATGGCACT / 
GCCTCATCACCTACGTAGGCAT 
200 3 0 119 
T3 pCR4 / 
T7 pCR4 
ATTAACCCTCACTAAAGGGA / 
TAATACGACTCACTATAGGG 
300 2 0 - 
hnRNA 
(Gapdh-1) 
CTGGTTTCTACCGACTTCCTTG / 
GCGAATTCCGTAGTAGCACAG 
300 5 1 93 
 
                                                                                                                         MATERIAL UND METHODEN 
24 
2.1.9. Software und Internetprogramme 
Tabelle 2.9: Häufig verwendete Software und Internetprogramme 
Software/ Internetprogramme Verwendungszweck 
Clone Manager 8 Programm zur Analyse von Nukleinsäuresequenzen 
NCBI  Internetdatenbank zur Sequenzanalyse und Literaturrecherche 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ 
Oligonucleotide Properties Calculator Internetprogram zur Analyse von Oligonukleotiden 
http://www.basic.northwestern.edu/biotools/oligocalc.html 
PlantGDB Internetdatenbank zur Sequenzanalyse (spezifisch für Pflanzen) 
http://www.plantgdb.org 
ABI Prism® 7300 SDS Software 1.4 Software zur Betreibung des ABI Prism® 7300 Sequence 
Detection 
S d A
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2.2. Methoden 
2.2.1. Kultivierungsmethoden 
2.2.1.1. Kultivierung von Kallus Kulturen 
Die Kallus Kulturen wurden freundlicherweise von der Arbeitsgruppe um Reinhold 
Brettschneider (Institut für Botanik der Universität Hamburg) zur Verfügung gestellt. Der 
genetische Background dieser Kulturen sind die homozygoten Maisinzuchtlinien B73 und 
A188. Die Kultivierung der Kallus Kulturen erfolgte auf Agarplatten mit 
Induktionsmedium (2.1.7.) bei konstanten 26°C unter Dunkelheit. Alle 9-10 Tage wurden 
die gewachsenen Zellaggregate unter sterilen Bedingungen geteilt und auf Agarplatten mit 
frischem Induktionsmedium überführt. 
Zudem wurde darauf geachtet, dass nur fribriläre (Typ-II) embryonale Kalli für die 
Experimente verwendet wurden. Diese besitzen das größte Potential zu gesunden 
Maispflanzen auszudifferenzieren (Armstrong, 1985). Um den fibrilären Charakter der 
verwendeten embryonalen Kalli sicherzustellen wurden über den gesamten Zeitraum der 
Experimente nur sehr junge Kulturen (< 3 Monate) verwendet. Zudem erfolgte regelmäßig 
eine optische Sichtung und es wurde präzise darauf geachtet, dass nur Kalli für die 
Experimente Verwendung fanden, die nach Umsetzen maximal 9 Tage auf frischem 
Induktionsmedium gewachsen waren. Da das Induktionsmedium mit dem Hormon 2,4-D 
gewährleistet, dass die Kalli ihren embryogenen Charakter nicht verlieren, sollte durch den 
präzisen Zeitraum der Kalliernte eine mögliche Ausdifferenzierung aufgrund eines 
Hormonmangels vermieden werden. 
 
2.2.1.2. Pflanzenanzucht 
Die Anzucht von Maispflanzen (Zea mays L. cv. Montello, agaSAAT GmbH, 
Neukirchen/Vluyn) erfolgte für 10-14 Tage in Erde (VM Einheitserde, Werksverband, 
Sinntal/Jossa) in einem diurnalen Rhythmus von 16 h Belichtung bei 25°C und 8 h 
Dunkelheit bei 20°C (Langtagbedingungen). Die Pflanzen wurden mit Osram Superstar 
HQI-T 400W/DHLampen belichtet. Dabei lag die Photonen/Flux/Dichte zwischen 120 und 
180 µmol m/2s-1. 
Die folgenden Bezeichnungen für unterschiedliche Belichtungszustände von 
Gesamtblättern wurden in dieser Arbeit verwendet: 
„etioliert“ = Pflanzen wurden für 10-14 Tage in vollkommender Dunkelheit angezogen. 
„belichtet“ = Pflanzen wurden für 10-14 Tage im diurnalen Rhythmus von 16 h Belichtung 
und 8 h Dunkelheit angezogen. Nach Beendigung der letzten Dunkelperiode wurden die 
Pflanzen für weitere 4 h belichtet und anschließend geerntet. 
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„56hD/ 72 hD“ = belichtete Pflanzen wurden für 56 oder 72 Stunden verdunkelt. 
Für die Experimente wurde jeweils das zweite und dritte Blatt der Keimlinge verwendet. 
Für die Präparation von Wurzeln, welche freundlicherweise von Sascha Offermann 
durchgeführt wurde (Offermann, 2008), waren Pflanzen für 10-12 Tage im diurnalen 
Rhythmus in Erde angezogen worden. Die Erde wurde vor der Ernte sorgfältig mit Wasser 
abgespült.  
Für die Präparation von Koleoptilen wurden Pflanzen für 6 Tage im diurnalen Rhythmus 
angezogen. Die Koleoptilen wurden manuell von den übrigen Pflanzenteilen separiert. 
 
2.2.1.3. Pflanzenbehandlung 
Für die Behandlung mit α-Amanitin (2.1.1.) wurden Maisblätter von 10-14 Tage alten 
Pflanzen nach 3 Stunden Belichtung ca. 1 cm oberhalb des Blattansatzes unter Wasser 
abgeschnitten. Dadurch wird das Eindringen von Luft in die Leitgefäße verhindert, 
welches eine Aufnahme von Substanzen in das Blatt durch den Transpirationssog 
erschweren würde. Die Blätter wurden anschließend für weitere 8 Stunden bei Belichtung 
in einer 10 µM α-Amanitin Lösung inkubiert. Das α-Amanitin war zuvor in entionisiertem 
Wasser gelöst (1 mg/ ml) und bei -20°C gelagert worden. Die 10 µM α-Amanitin-Lösung 
enthielt zusätzlich eine Kombination aus 5 µM Trans-Zeatin (2.1.1.) und 16 mM KNO3. 
Das Zeatin wurde in 1 N NaOH vorgelöst und bei -20°C gelagert. 
 
2.2.2. Gewebepräparation 
Die Trennung der Mesophyll- von den Bündelscheidenzellen des Gesamtblattes von Mais 
beruht auf den morphologischen Unterschieden dieser Zellen. Bündelscheidenzellen 
besitzen im Gegensatz zu den Mesophyllzellen eine wesentlich stabilere Zellwand, die 
durch Suberineinlagerungen verstärkt wird. Aufgrund dessen werden bei einem 
enzymatischen Abbau der Zellwände die Protoplasten der Mesophyllzellen früher 
freigesetzt und die Gewebe sind dadurch voneinander trennbar. 
 
2.2.2.1. Präparation von Mesophyllprotoplasten 
Zur Präparation von Mesophyllzellen wurden abgeschnittene Maisblätter in 
Protoplastierungspuffer (2.1.7.) inkubiert. Für einen effektiven Abbau der Zellwände 
wurde durch Anlegen eines Vakuums die Luft aus den Interzellularräumen gesaugt und 
somit das Eindringen des Inkubationspuffers in die Interzellularen ermöglicht. Es folgte 
eine 1,5-stündige Inkubation bei 25°C unter Belichtung.  
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Anschließend wurden die Mesophyllprotoplasten durch leichtes Schütteln der Blätter aus 
dem Zellverband herausgelöst, mittels eines 100 µm Siebs Zellbestandteile abfiltriert und 
durch Zentrifugation bei 300 x g für 2 Minuten pelletiert. Der Überstand an 
Inkubationspuffer wurde abgenommen und anschließend die Protoplasten in flüssigem 
Stickstoff eingefroren und bis zur weiteren Verarbeitung bei -80°C gelagert. Bei Isolation 
von Mesophyllprotoplasten aus etioliertem Gesamtblatt erfolgten alle Schritte der 
Präparation unter Verwendung einer Grünlichtlampe oder völliger Dunkelheit. Schließlich 
wurde der Erfolg jeder Präparation durch eine mikroskopische Überprüfung bestätigt. 
 
2.2.2.2. Präparation von Bündelscheidenzellen 
Die Bündelscheidenpräparation erfolgte in der vorliegenden Arbeit für spätere 
Chromatinimmunopräzipitations-Analysen (2.2.6.1.). Deshalb wurde vor deren Isolation 
das Gesamtblatt formaldehydfixiert (2.2.3.5.). 
Um einen vollständigen Verdau der Mesophyllzellen zu gewährleisten wurde die 
Inkubationszeit im Protoplastierungspuffer auf 3 bis 4 Stunden verlängert. Zudem kam ein 
spezieller Bündelscheiden-Protoplastierungspuffer mit niedrigerem pH-Wert zum Einsatz 
(2.1.7.). Dieser sollte optimale Bedingungen für die dem Puffer hinzugefügten Enzyme 
gewährleisten. Danach wurden die angedauten Blätter in frischem, eiskaltem 
Bündelscheiden-Protoplastierungspuffer, dem allerdings keine Enzyme hinzugefügt 
wurden, überführt. Die manuelle Separation der verbliebenen Epidermis erfolgte ebenfalls 
in eiskaltem Puffer. Restliche Mesophyllzellen wurden durch schütteln entfernt. Die 
Überprüfung der Qualität jeder Präparation erfolgte mikroskopisch. Schließlich wurden die 
isolierten Bündelscheidenzellen auf Whatman-Papier getrocknet, in flüssigem Stickstoff 
eingefroren und bis zu deren weiteren Verarbeitung bei -80°C gelagert. 
 
2.2.3. Nukleinsäurepräparation 
2.2.3.1. Präparation von Plasmiden aus Bakterienkulturen 
Die Isolierung von Plasmiden erfolgte mittels des Nucleospin® Plasmid DNA Purification 
Kits (2.1.3.). Dieses Kit nutzt die Eigenschaft, dass chromosomale DNA im Gegensatz zur 
Plasmid-DNA fest an die Bakterienzellwand gebunden ist. Die Isolierung erfolgte gemäß 
den Herstellerangaben aus 2 ml Bakterienkultur, die nach Inokulation ü.N. bei 37°C unter 
ständiger Agitation inkubiert wurden. Die Elution der Plasmid-DNA erfolgte in 50 µl 
entionisiertem Wasser.  
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2.2.3.2. Isolierung von gesamt-genomischer DNA aus Zea mays 
Die Isolierung genomischer DNA aus Maisblättern und Wurzeln wurde mittels Phenol-
Chloroform Extraktion und anschließender Ethanolfällung durchgeführt. 
Blattmaterial, als auch Wurzeln wurden in flüssigem Stickstoff fein gemörsert. Danach 
wurden ca. 50-100 mg in 1 ml DNA-Extraktions-Puffer (2.1.7.) aufgenommen und auf 
dem Vortex homogenisiert. Nach Zugabe von einem Volumen Phenol-Chloroform wurde 
die Probe weiter gemischt. Nach der Phasentrennung durch Zentrifugation (13000 rpm,  
5 Min., 4°C) wurde die obere wässrige und mit Nukleinsäuren angereicherte Phase in ein 
neues Reaktionsgefäß überführt und ein Volumen Chloroform hinzugegeben. Nach 
Homogenisierung folgte erneut ein Zentrifugationsschritt (13000 rpm, 5 Min., 4°C). Die 
wässrige Phase wurde in ein neues Reaktionsgefäß überführt und zwei Volumen eiskalter 
Ethanol (96%) hinzugegeben. Das Präzipitieren sowie Pelletieren der DNA erfolgte 
während der Zentrifugation mit 13000 rpm bei 2°C für 20 Minuten. Anschließend wurde 
die präzipitierte DNA mit Ethanol (70%) gewaschen, getrocknet und letztendlich in einem 
adäquatem Volumen entionisiertem Wasser aufgenommen. Die Qualität der DNA wurde 
durch Agarosegelelektophorese überprüft (2.2.3.8.). 
 
2.2.3.3. Aufarbeitung gesamt-genomischer DNA für Methylierte DNA Immuno-
präzipitation 
Um die unter 2.2.3.2. isolierte genomische DNA für die Methylierte-DNA 
Immunopräzipitation (2.2.6.2.) zu nutzen, musste noch ein RNAse Verdau erfolgen. Dies 
ist nötig, da die DNA-Extraktion nicht frei von RNA ist, der Antikörper aber auch 
methylierte RNA-Moleküle erkennt. Danach musste die DNA durch 
Ultraschallbehandlung fragmentiert werden.  
Es wurden ca. 20 µg DNA in 400 µl TE-Puffer (2.1.7.) verdünnt, anschließend 20 µg/ ml 
RNAse A hinzugegeben und für 15 Minuten bei 37°C inkubiert. Im Anschluss daran 
erfolgte die Ultraschallbehandlung unter Verwendung des BioruptorTM (2.1.2.). Bei 
konstanter Kühlung wurden die Proben über einen Zeitraum von 7,5 Minuten periodisch 
für 30 Sekunden Ultraschall ausgesetzt (Intensität: hoch) und dann für 30 Sekunden 
unbehandelt belassen. Durch Auftrennung in einem 2%igen Agarosegel (2.2.3.8.) sollte 
überprüft werden, ob die resultierenden Fragmente eine durchschnittliche Länge von ca. 
400 bp haben. Danach erfolgte die Präzipitation der DNA mit 2 Volumen Ethanol (96%) 
und anschließender Pelletierung duch Zentrifugation bei 13000 rpm für 25 Minuten und 
2°C. Nach dem Waschen mit 70%igem Ethanol und kurzem lufttrocknen wurde die DNA 
in 200 µl entionisiertem Wasser aufgenommen und bis zum weiteren Gebrauch bei -20°C 
gelagert. 
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2.2.3.4. Isolierung gesamt-genomischer DNA mittels der FAIRE-Methode 
Die FAIRE-Methode (Formaldeyhd-Assisted Isolation of Regulatory Elements) wurde in 
dieser Arbeit verwendet, um den Grad der formaldehyd-vermittelten Quervernetzung von 
Maiskallus-Proben (2.2.3.5.) zu ermitteln. Das auf Giresi et al. (2007) basierende Protokoll 
wurde von Ina Horst (RWTH Aachen, Institut für Biologie I) an einigen Stellen, 
insbesondere den Inkubationszeiten, angepasst um eine gleichzeitige Aufarbeitung vieler 
Proben in einem kurzem Zeitraum zu gewährleisten. Im Prinzip handelt es sich hierbei um 
eine DNA-Extraktion aus formaldehydfixiertem Material mittels Phenol/Chloroform. Die 
Theorie hinter dieser Methode ist folgende: Aufgrund der Quervernetzung der DNA mit 
den Proteinbestandteilen des Chromatins geht diese Fraktion während der 
Phenol/Chloroform-Extraktion in die organische Phase über. Dagegen lösen sich 
proteinfreie DNA-Fragmente in der wässrigen Phase, die anschließend präzipitiert werden. 
Anhand der Menge an präzipitierter DNA kann auf den Vernetzungsgrad der Proben 
geschlossen werden (Nagy et al., 2003; Hogan et al., 2006). 
Zunächst wurde formaldehydfixiertes Kallus- oder Blattmaterial in flüssigem Stickstoff 
fein gemörsert. Davon wurden ca. 60 mg in 1 ml DNA-Extraktionspuffer (2.1.7.) 
aufgenommen und eine Minute homogenisiert. Es folgte ein Zentrifugationsschritt um 
Zellbestandteile zu pelletieren (13000 rpm, 5 Min., RT). Nach Überführen von 850 µl des 
Überstands in ein neues Reaktionsgefäß erfolgte die Fragmentierung der DNA durch 
Ultraschallbehandlung unter Verwendung des BioruptorTM (2.1.2.). Unter konstanter 
Kühlung wurden die Proben über einen Zeitraum von 10 Minuten periodisch für  
30 Sekunden Ultraschall ausgesetzt (Intensität: hoch) und dann für 30 Sekunden 
unbehandelt belassen. Nach dieser Behandlung folgt erneut ein Zentrifugationsschritt, um 
letzte Zellbestandteile zu entfernen (13000 rpm, 5 Min., RT). Es wurden 700 µl des 
Überstandes entnommenen und in ein neues Reaktionsgefäß überführt. 40 µl wurden 
abgenommen und mit 620 µl Puffer G (2.1.7.) versetzt, und dann über Nacht bei 65°C 
inkubiert. Dabei erfolgt eine Revertierung der Quervernetzung und die freigesetzte DNA 
kann dann ensprechend dem weiteren Protokoll aufgereinigt werden. Die aus diesen 40 µl 
extrahierte DNA wurde später ebenfalls in der qPCR (2.2.5.3.) gemessen und die Menge 
der isolierten DNA aus den quervernetzten Proben auf diesen Wert standardisiert. Dies 
diente dazu verschiedenen Mengen an Ausgangmaterial zwischen den Proben 
auszugleichen. 
Zu den restlichen 660 µl der ultraschallbehandelten quervernetzten DNA wurde  
ein Volumen Phenol/ Chloroform (1:1 v/v) hinzugegeben, für eine Minute homogenisiert 
und dann zur Phasentrennung zentrifugiert (13000 rpm, 5 Min., 4°C). Von der wässrigen 
Phase wurde 600 µl abgenommen und nach Zugabe von einem Volumen Chloroform 
erneut gemischt (1 Minute), zentrifugiert (13000 rpm, 5 Min., 4°C) und schließlich 450 µl 
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der wässrigen Phase für die Präzipitation mit 2 Volumen eiskaltem Ethanol (96%) 
verwendet. Die DNA wurde durch Zentrifugation bei 13000 rpm für 25 Minuten und 2°C 
pelletiert. Nach dem Waschen des DNA-Pellets mit Ethanol (70%) wurde dieses 
schließlich in 30 µl entionisiertem Wasser aufgenommen. Die Qualität der Präparation 
wurde über Agarosegelelektrophorese überprüft (2.2.3.8.). Zudem erfolgte die 
Konzentrationsbestimmung jeder Probe mittels qPCR (2.2.5.3.). 
 
2.2.3.5. Formaldehydfixierung und Chromatinextraktion 
Die Formaldeyhdfixierung von Geweben führt zu einer kovalenten Quervernetzung 
zwischen der DNA und den Proteinenbestandteilen des Chromatins. Dadurch ist das 
Chromatin während der Präparation und den darauffolgenden Schritten stabiler gegen 
Veränderungen. Das in der vorliegenden Arbeit verwendete Protokoll basiert auf der von 
Bowler et al. (2004) entwickelten Methode. Die nötigen Anpassungen auf die 
Bedingungen für verschiedene Maisgewebe wurden von Offermann (2008) durchgeführt 
und werden im Folgenden erläutert. 
Zur Fixierung von 6 g Gesamtblättern wurden diese in eine 250 ml Saugflasche in 200 ml 
Puffer A (2.1.7.) für 2,5 Minuten vakuuminfiltriert. Dabei wurde das Vakuum fortlaufend 
unterbrochen, was die Aufnahme des Puffers in die Blätte erleichtert. Im Anschluss daran 
wurden die Blätter für weitere 2,5 Minuten inkubiert. Durch Zugabe von 20 ml 2 M Glycin 
erfolgte unter erneuter Vakuuninfiltration für 5 Minuten, das Abstoppen der Fixierung. 
Wurzeln sowie Koleoptile wurden vor der Formaldehydfixierung in 5 mm große Stücke 
zerschnitten. Die Wurzeln wurden anschließend für 10 Minuten unter ständiger Agitation 
bei 4°C in 27,5 ml Puffer A mit 3% (v/v) Formaldehyd fixiert. Das Abstoppen der 
Reaktion erfolgte durch Zugabe von 2,5 ml 2 M Glycin und weitere Inkubation für  
5 Minuten. Die in dieser Arbeit untersuchten Wurzeln waren auf diese Weise von Sascha 
Offermann (RWTH Aachen, Institut für Biologie I) fixiert und zur Verfügung gestellt 
worden. Die zusätzlich untersuchten Koleoptilen waren auf die gleiche Weise wie die 
Wurzeln fixiert worden, allerdings wurde der Fixierungszeitraum zwischen 15 bis  
20 Minuten variiert. Anschließend wurde mit der FAIRE-Methode (2.2.3.4.) ermittelt, ob 
der Quervernetzungsgrad zwischen Blatt und Koleoptilen vergleichbar war. Nur für 
Proben, wo dies nachgewiesen wurde, erfolgten dann die Chromatinimmunopräzipitation 
(2.2.6.1.). Bei den ebenfalls untersuchten Maiskalli wurde neben dem Zeitraum für die 
Fixierung auch die Formaldehydkonzentration im Puffer A zwischen 0,3% bis 1% variiert. 
Mesophyllzell-Protoplasten wurden wie in Kapitel 2.2.2.1. beschrieben aus Maisblatt 
isoliert. Die gefrorenen Zellen wurden vorsichtig in 20 ml ChIP-Puffer A (2.1.7.) 
resuspendiert und zur Fixierung für 10 min bei 4°C und unter leichtem Schütteln inkubiert. 
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Durch Zugabe von 3 ml 2 M Glycin wurde die Reaktion abgestoppt. Die in dieser Arbeit 
untersuchten Mesophyllzellen wurden auf diese Weise von Tanja Danker (RWTH Aachen, 
Institut für Biologie I) zur Verfügung gestellt. 
Nach der Formaldehydfixierung wurden bis auf die Mesophyllzellen und Maiskalli alle 
Proben mit Leitungswasser abgespült, getrocknet, in flüssigem Stickstoff tiefgefroren und 
gemörsert. Dagegen wurde Mesophyllzellen und Maiskalli durch 4 Lagen Miracloth 
filtriert, anschließend mit viel Wasser abgespült und dann ebenfalls in flüssigem Stickstoff 
tiefgefroren. Alle weiteren Schritte wurden bei 4°C oder auf Eis durchgeführt. Zunächst 
wurde das gemörserte, tiefgefrorene Material in 30 ml Puffer B (2.1.7.) resuspendiert. 
Anschließend erfolgte eine Inkubation von 15 Minuten auf einem rotierenden Rad bei 4°C. 
Um Zelltrümmer abzutrennen, wurde die Lösung durch vier Lagen Miracloth (2.1.1.) 
filtriert. Das Filtrat wurde anschließend für 20 Minuten bei 2880 x g zentrifugiert, der 
Überstand verworfen und das Pellet im 1 ml Puffer C (2.1.7.) resuspendiert. Nach erneuter 
Zentrifugation (10 min., 12000 x g) wurde das erhaltene Pellet in 300 µl Puffer D (2.1.7.) 
aufgenommen. 1,5 ml Puffer D wurden mit diesen 300 µl überschichtet und für 1 h bei 
16000 x g zentrifugiert. Der Überstand wurde sorgfältig entfernt und das Pellet in 600 µl 
Puffer E (2.1.7.) resuspendiert. Die Chromatinqualität wurde mittels Agarose-
gelelektrophorese (2.2.3.8.) kontrolliert. Dazu wurden 20 µl der Präparation mit 100 µl 
Puffer G (2.1.7.) versetzt und die Quervernetzung durch Hitzebehandlung bei 65°C über 
Nacht revertiert. Die freigesetzte DNA wurde mittels dem MSB Spin PCRapace Kit 
(2.2.3.6.) aufgereinigt, mit Agarosegelelektrophorese- Ladepuffer (2.1.7.) versetzt und in 
einem 2% (w/v) Agarosegel analysiert (2.2.3.8.). 
Das Chromatin für ChIP-Analysen wurde anschließend durch Ultraschallbehandlung unter 
Verwendung des BioruptorTM (2.1.2.) in Fragmente mit einer durchschnittlichen Länge von 
400 bp geschert. Unter konstanter Kühlung wurden die Proben über einen Zeitraum von  
10 Minuten periodisch für 30 Sekunden Ultraschall ausgesetzt (Intensität: hoch) und dann 
für 30 Sekunden unbehandelt belassen. Nach der Ultraschallbehandlung folgt erneut ein 
Zentrifugationsschritt um letzte Zellbestandteile zu entfernen (13000 rpm, 5 Min., RT). 
Die Fragmentierungseffizienz wurde, wie zuvor beschrieben, mittels 
Agarosegelelektrophorese analysiert. Die Chromatinlösung wurde in flüssigem Stickstoff 
eingefroren und bis zur weiteren Verwendung bei -80°C gelagert. 
                                                                                                                         MATERIAL UND METHODEN 
32 
2.2.3.6. DNA-Aufreinigung mit dem MSB Spin PCRapace Kit 
Das MSB Spin PCRapace Kit (2.1.3.) wurde in der ChIP-Analyse zur Aufreinigung der 
DNA nach der Revertierung der Quervernetzung zwischen DNA und den 
Proteinbestandteilen des Chromatins verwendet (2.2.3.5.). Es wurde 400 µl des im Kit 
enthaltenen, Binding-Puffer zu dem Protein-DNA-Gemisch gegeben, 5 Minuten 
homogenisiert und dann das Gemisch auf die im Kit mitgelieferte Spin-Säule überführt. 
Nach einem Zentrifugationsschritt (10000 rpm, 3 Min., RT), wurde das Eluate verworfen 
und die Säule mit 500 µl Binding-Puffer gewaschen. Nach erneuter Zentrifugation  
(10000 rpm, 3 Min., RT) zum trocknen der Säule, wurde die gebundene DNA schließlich 
mit 80 µl Elution-Puffer eluiert (10000 rpm, 3 Min., RT). 
 
2.2.3.7. Isolierung von Gesamt-RNA aus Mais 
Die RNA Extraktion beruht mit leichten Veränderungen auf einem von Chomczynski 
(1993) entwickelten Protokoll. Die Besonderheit dieses Protokolls liegt in der Verwendung 
von wassergesättigtem, auf pH 5,2 eingestelltem Phenol zu Beginn der Isolierung. Durch 
den sauren pH-Wert des Phenols kommt es zur Trennung der Nukleinsäuren. Die DNA 
verbleibt in der organischen Phase, während die RNA in der wässrigen Phase gelöst 
vorliegt. 
Zunächst wurden ca. 25 mg fein gemörsertes Material zu 1 ml Trizol (2.1.7.) gegeben und 
für 15 Minuten homogenisiert. Nach Zugabe von 0,2 Volumen Chloroform wurde die 
Homogenisierung für weitere 10 Minuten fortgesetzt. Durch 10 Minuten Zentrifugation bei 
13000 rpm und 4°C erfolgte die Phasentrennung. Nach Abnahme der oberen wässrigen 
Phase folgte das zweimalige Waschen mit 0,2 Volumen Chloroform. Dabei wurde nach 
Zugabe des Chloroforms jeweils 10 Minuten homogenisiert und anschließend eine 
Phasentrennung durch Zentrifugation herbeigeführt (13000 rpm, 10 Min., 4°C).  
Im Anschluss daran erfolgte die Präzipitation der RNA durch Zugabe von 2 Volumen 
Ethanol (96%) und 20 minütiger Inkubation bei –20°C. Die gefällte RNA wurde bei 13000 
rpm und 4°C für 20 Minuten pelletiert, mit 70%igem Ethanol gewaschen, luftgetrocknet 
und schließlich in 30 µl entionisiertem Wasser aufgenommen. Die Qualität der Präparation 
und die Konzentration der Nukleinsäurelösung wurden über Agarosegelelektrophorese 
bestimmt (2.2.3.8.). 
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2.2.3.8. Trennung von Nukleinsäuren durch Agarosegelelektrophorese 
Die Agarosegelelektrophorese dient als Standardmethode zur Auftrennung von 
Nukleinsäuren. In der Regel wurden 1-2%ige (w/v) Agarosegele gegossen, die mit 1x TAE 
(2.1.7.) gepuffert sind. Als Laufpuffer (2.1.7.) wurde ebenfalls 1x TAE verwendet. Die 
Agarose bildet beim Erhärten ein dichtes Geflecht aus Agarosepolymeren. Beim Anlegen 
einer Spannung an diese Gelmatrix werden Nukleinsäuren aufgrund ihrer negativen 
Ladung zur Anode gezogen. Die Nukleinsäuren werden aufgetrennt, da sie entsprechend 
ihrer Größe unterschiedlich schnell durch das Agarosenetz wandern. Kleine Moleküle 
laufen schneller als große Moleküle. Je nach Größenbereich der aufzutrennenden 
Nukleinsäuren wurden unterschiedlich stark konzentrierte Gele hergestellt. Dem Gel und 
dem TAE-Laufpuffer wurden 0,25 µg Ethidiumbromid/ml zugesetzt. Dieses interkaliert in 
die Nukleinsäuren und fluoresziert bei Anregung durch UV-Licht. Somit werden bei 
Betrachtung der Gele unter UV-Licht die aufgetrennten Nukleinsäuren sichtbar. Zur 
Größenabschätzung der aufgetrennten Proben wurden zusätzlich Standards (2.1.5.) 
aufgetragen. Die Agarosegelelektrophorese erfolgte je nach Größe der aufzutrennenden 
Nukleinsäuren bei 90-200 Volt für 30-90 Minuten. 
 
2.2.4. Verschiedene molekularbiologische Methoden 
2.2.4.1. cDNA-Synthese 
Mit dem Begriff cDNA-Synthese wird das Umschreiben von RNA in einzelsträngige 
DNA-Stränge bezeichnet. Diese Reaktion wird von einer viralen Reversen Transkriptase 
katalysiert. Als Startpunkt für das Umschreiben wurden willkürlich bindende 
Nonamernukleotide verwendet. 
Vor der cDNA-Synthese wurde zum Entfernung der DNA ein DNAse I-Verdau mit der 
isolierten RNA (2.2.3.7.) durchgeführt. Die DNAse I (2.1.4.) ist eine unspezifisch 
wirkende Endonuklease, die sowohl doppelsträngige als auch einzelsträngige DNA 
bevorzugt in Tetranukleotide spaltet. Dazu wurde 1 U DNAse I mit 2 mM MgCl2 zu den 
Ansätzen gegeben und die Proben für 15 Minuten bei 37°C inkubiert. Zur Inaktivierung 
der DNAse I fand anschließend ein Denaturierungsschritt für 10 Minuten bei 70°C statt. 
Damit Sekundärstrukturen der RNA die cDNA-Synthese nicht beeinträchtigen, wurde 
diese nach dem DNAse I-Verdau zunächst mit 50 pmol des Nonamernukleotids versetzt 
und für 5 Minuten auf 70°C erhitzt. Anschließend wurde die Reaktion auf Eis gehalten und 
die restlichen Komponenten wie dNTPs (2.1.1.), Puffer (2.1.7.) und Reverse Transkriptase 
(2.1.4.) hinzugegeben. Nach einer Inkubation bei 37°C für 1 Stunde erfolgte durch  
10 minütiges Erhitzen auf 70°C die Inaktivierung der Reversen Transkriptase.  
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Die Erststränge wurden 1:10 in Wasser verdünnt und jeweils 2 µl in die qPCR (2.2.5.3.) 
eingesetzt. Für jedes Experiment wurde zusätzlich eine Reaktion ohne Reverse 
Transkriptase durchgeführt, um eventuelle DNA-Kontaminationen festzustellen. 
Die folgende Tabelle zeigt einen Standardreaktionsansatz für die cDNA-Synthese: 
 
Tabelle 2.10: Ansatz einer cDNA-Synthese 
Reagenz Konzentration/ Reaktion 
Matrize 1-2 µg RNA 
MMLV-Puffer 1x 
Random Primer 50 pmol 
dNTPs 20 nmol 
MMLV-RT 200 U 
Gesamtvolumen 7 µl 
 
2.2.4.2. Klonierung  
Um ein bestimmtes DNA-Produkt für spätere Sequenzierungen (2.2.4.3.) mit geringer 
Fehlerrate zu vermehren, empfiehlt es sich, dieses in Bakterien zu klonieren. Bakterien 
arbeiten bei der Replikation ihrer Plasmide mit wesentlich geringerer Fehlerrate als 
gebräuchliche Laborenzyme, wie z.B. die Taq-Polymerase (2.1.4.).  
Für die Klonierung von PCR-Produkten wurde das TOPO TA Cloning Kit (2.1.3.) 
verwendet. Dieses Kit enthält einen bereits linearisierten TOPO-Vektor. An diesen 
geöffneten Vektor sind kovalent Topoisomerasen gebunden, die durch eine 
Umesterungsreaktion PCR-Produkte in den Vektor einbauen können. Voraussetzung ist, 
dass die zu klonierenden Produkte ein endständiges Adeninnukleotid besitzen. Dieses wird 
während einer PCR (2.2.5.1.) von der Taq-Polymerase aufgrund ihrer terminalen Adenin-
nukleotidtransferaseaktivität angehängt. Da der Vektor einen 3´-Thymidin-Überhang 
besitzt, kann ein adenyliertes PCR-Produkt sehr effizient durch die Topoisomerase in den 
Vektor eingebaut werden. Wenn ein Insert in den Vektor kloniert wird, unterbricht es die 
ebenfalls auf dem TOPO-Vektor liegende ccdB-Gensequenz und bewirkt, dass die Zellen 
dieses toxische Protein nicht funktionsfähig herstellen können. Alle anderen Zellen ohne 
integriertes Produkt werden hingegen abgetötet. Man sollte demnach nur Kolonien auf 
einer ausgestrichenen Nährmedium-Platte erhalten, die das klonierte Fragment beinhalten. 
Für die Umesterung durch die Topoisomerase wurden 4 µl PCR-Produkt mit 2 µl Vektor 
gemischt und dann 5-30 Minuten bei 23°C inkubiert. Danach wird der Reaktionsansatz zu 
50 µl TOP10 chemisch kompetenten E.coli Zellen gegeben und für 30 Minuten auf Eis 
inkubiert. Nach einem Hitzeschock von 30 Sekunden bei 42°C nehmen die  
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TOP10 chemisch kompetenten E. coli Zellen den zu transformierenden Vektor auf. Im 
Anschluss an den Hitzeschock wurden die Zellen für 2 Minuten auf Eis inkubiert, in 250 µl 
SOC-Medium aufgenommen und 1 Stunde bei 37°C inkubiert. Dann wurden 100 µl der 
transformierten Zellen auf LB-Ampicillin Agar-Platten (2.1.7.) ausplattiert und über Nacht 
bei 37°C wachsen gelassen. Um herauszufinden, welche der gewachsenen Kolonien das 
gewünschte Insert enthielten, erfolgte eine Kolonie-PCR (2.2.5.2.). Dazu wurden die 
Primer T3 pCR4 und T7 pCR4 (2.1.8.), die ihre Bindestellen auf dem TOPO-Vektor haben 
und die inserierte Sequenz flankieren, genutzt. 
 
2.2.4.3. Sequenzierung 
In dieser Arbeit wurden in den TOPO-Vektor klonierte PCR-Fragmente (2.2.4.2.) 
sequenziert. Dies erfolgte nach der Methode von Sanger et al. (1977). Die Reaktion findet 
analog einer Standard-PCR (2.2.5.1.) in drei Phasen statt, wobei jedoch nur ein Primer als 
Amplifikationsstart zur Verfügung steht. Neben den dNTPs werden auch ddNTPs 
(2´-di-Desoxynukleotide) in die Reaktion eingesetzt. Diese ddNTPs sind mit 
unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoffen markiert. Die markierten ddNTPs sind in sehr 
geringem Verhältnis gegenüber den dNTPs in der Reaktion vorhanden. Bei dem zufälligen 
Einbau der ddNTPs kommt es zu einem Abbruch der Synthese des Matrizenstranges, weil 
kein freies 3´-OH für die Verknüpfung des nächsten Nukleotides zur Verfügung steht.  
Am Ende der Sequenzierungsreaktion liegt ein Gemisch aus unterschiedlich langen 
Abbruchprodukten vor, die alle mit einem markierten ddNTP enden. Anschließend erfolgt 
die Auftrennung der Sequenzierungsprodukte mit dem ABI Prism 3730 DNA Analyzer der 
Firma Applied Biosystems durch Kapillarelektrophorese. Aufgrund der unterschiedlichen 
Größe der in der Sequenzierungsreaktion entstandenen Abbruchprodukte werden diese 
nacheinander detektiert. Da jedes der vier verschiedenen Nukleotide mit einem 
unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoff markiert ist, kann aus der Reihenfolge, mit der die 
ddNTPs detektiert werden, auf die Sequenz der Matrize geschlossen werden.  
Alle Sequenzierungen wurden von Jost Muth (Fraunhofer Institut, IME) durchgeführt.  
Für die Sequenzierung der in den TOPO-Vektor klonierten Fragmente wurden jeweils die 
Primer T3 pCR4 und T7 pCR4 (2.1.8.) für den Amplifikationsstart verwendet. 
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2.2.5. PCR Techniken 
2.2.5.1. Standard PCR 
Mit Hilfe der Polymerase Chain Reaction (PCR) kann man sehr effizient und spezifisch 
geringste Matrizenmengen vermehren. Sie ist damit eine äußerst leistungsfähige Methode, 
um den Nachweis bestimmter DNA-Abschnitte durchzuführen. Sie besteht aus drei sich 
wiederholenden Abläufen: 
Als Erstes erfolgt die Denaturierungsphase, in der die doppelsträngige Matrize 
aufgeschmolzen wird, sodass sie einzelsträngig vorliegt. Als Zweites folgt die Anlagerung 
von sequenzspezifischen Oligonukleotiden. Sie dienen der Taq-Polymerase (2.1.4.) als 
Startpunkt für die letzte Phase, der so genannten Synthese. Hier werden die angelagerten 
Oligonukleotide in 3´-Richtung komplementär zur Matrize verlängert. Es werden zwei 
unterschiedliche Oligonukleotide in die Reaktion eingesetzt, die in einer definierten 
Entfernung voneinander jeweils an den komplementären Strang binden. Durch zyklisches 
Wiederholen der drei Phasen kommt es zu einer exponentiellen Amplifikation des 
gewünschten DNA-Abschnittes. In dieser Arbeit wurde die GoTaq Flexi DNA-Polymerase 
(2.1.4.) verwendet. Die Standardreaktion einer PCR mit diesem Enzym setzt sich wie in 
Tabelle 2.11 beschrieben zusammen: 
 
Tabelle 2.11: Standardansatz einer PCR 
Reagenz Konzentration/ Reaktion 
GoTaq Flexi-Puffer 1x 
MgCl2 2 mM 
dNTPs 0,2 mM 
Forward Primer 200 nM 
Reverse Primer 200 nM 
GoTaq Flexi-DNA-Polymerase 1 U 
Matrize x pg 
Gesamtvolumen 25 µl 
 
Tabelle 2.12: Thermoprofil einer Standard PCR 
Reaktion Temperatur Dauer Wiederholung 
Denaturierung 94°C 5 Minuten 1x 
Denaturierung 94°C 20 Sekunden 
Anlagerung 58°C 20 Sekunden 
Synthese 72°C 1 Minute 
40x 
Finale Elongation 72°C 5 Minuten 1x 
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2.2.5.2. Kolonie PCR 
Die Kolonie-PCR dient der schnellen Kontrolle, ob das gewünschte Fragment nach einer 
Klonierung (2.2.4.2.) erfolgreich in den TOPO-Vektor eingebracht werden konnte. Dazu 
wurde mit einer Pipettenspitze ein Teil der Kolonie von der mit Bakterien bewachsenen 
Nährmedium-Petrischale entnommen und dann in 10 µl H2O dest. überführt. Anschließend 
erfolgte ein 3 minütiges Aufkochen, um die Bakterienzellen zu lysieren und die DNA 
freizusetzen. Von dem Lysat wurden 1-5 µl als Matrize in eine Standard PCR (2.2.5.1.) 
eingesetzt. Die Primerwahl für die PCR mit dem TOPO-Vektor als Matrize, waren die 
T3 pCR4 und T7 pCR4 Primer (2.1.8.), die ihre Bindestellen auf dem TOPO-Vektor haben 
und die inserierte Sequenz flankieren. 
 
2.2.5.3. Quantitative PCR 
Die quantitative PCR (qPCR) ermöglicht es, die Menge der eingesetzten Matrizen-DNA in 
einem PCR-Ansatz zu bestimmen. Es wird der Farbstoff SYBR® Green I verwendet, um 
die Produktmenge nach jedem Zyklus zu messen. Dieser bindet unspezifisch an 
doppelsträngige DNA und emittiert bei Anregung mit einem Emissionsmaximum von 
521 nm. In freier Form fluoresziert er hingegen nicht. Mit diesem Farbstoff kann die 
Produktmenge nach jedem Zyklus der PCR ermittelt und so die exponentielle Phase der 
Reaktion bestimmt werden. Nur in dieser Phase der PCR verdoppelt sich die 
Produktmenge nach jedem Zyklus. Deshalb kann ausschließlich in diesem Zeitraum der 
Reaktion auf die eingesetzte Matrizenmenge geschlossen werden. Dazu bestimmt man die 
Zyklenzahl bei der sich das Fluoreszenzsignal gerade deutlich von der 
Hintergrundfluoreszens abhebt (bei dem verwendeten System als Ct-Wert definiert). 
Er gibt den Zyklus an, in dem die PCR in die exponentielle Phase der Reaktion eintritt 
(Abb. 2.1.). 
 
 
Abbildung 2.1: Berechnung des Ct-Werts 
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Durch den Vergleich des Ct-Wertes einer Probe mit dem Ct-Wert von gleichmäßigen 
Verdünnungsschritten eines Standards gegebener Konzentration kann auf die eingesetzte 
Matrizenmenge der Probe zurück geschlossen werden. Am Ende der qPCR wurde eine 
Schmelzkurve erstellt. Dies ist nötig, um sicherzustellen, dass die detektierten 
Fluoreszenzsignale auf die Amplifikation der gewünschten Produkte zurückzuführen sind. 
Fluoreszenz könnte z.B. auch von Primerdimeren, die ebenfalls doppelsträngig vorliegen, 
emittiert werden. Dabei werden die doppelsträngigen PCR-Produkte von 60°C auf 95°C 
erhitzt. Bei Erreichen der durch die Länge und Nukleotid-Zusammensetzung des PCR-
Produktes bedingten Schmelztemperatur wird die DNA einzelsträngig und setzt den 
Fluoreszenzfarbstoff frei. Die damit verbundene Fluoreszenzänderung der Probe wird 
detektiert. Um zu verifizieren, dass die ermittelte Schmelztemperatur auf das gewünschte 
PCR-Produkt zurückzuführen ist, wurde die Größe dieses Produktes einmalig über 
Agarosegelelektrophorese kontrolliert (2.2.3.8.). Da es für die genaue quantitative 
Bestimmung der Matrizenmenge wichtig ist, dass sich keine Nebenprodukte oder 
Primerdimere während der PCR bilden, bedarf es häufig Optimierungen. Diese wurden 
durch die Variation der Primer- und MgCl2-Konzentration, sowie durch Hinzufügen von 
Betain durchgeführt. Die qPCR wurde mit dem Platinum® SYBR® Green qPCR 
SuperMix-UDG with Rox der Firma Invitrogen (2.1.3.) nach Herstellerangaben 
durchgeführt. Es wurde das in Tabelle 2.13 dargestellte Thermoprofil genutzt. Für die 
Standardreihen wurde je nach Verwendungszweck cDNA 4 h belichteter Maispflanzen 
oder DNA verwendet. 
 
Tabelle 2.13: Thermoprofil der qPCR 
Reaktion Temperatur Dauer Wiederholung 
Denaturierung 94°C 10 Minuten 1x 
Denaturierung 94°C 15 Sekunden 
Anlagerung+Synthese 60°C 1 Minute 
40x 
Schmelzkurve 60°C-95°C 10 Minuten 1x 
 
2.2.5.4. Etablierung allelspezifischer qPCR-Systeme 
Für die Analyse allelspezifischer Histonmodifikationen am C4-Pepc-Gen mussten qPCR-
Systeme etabliert werden. Anhand der ermittelten Sequenzierungsdaten (Abb. 7.4) wurde 
die Lokalisation der Primer so gewählt, dass diese nur das jeweilige Allel der C4-Isoform, 
jedoch nicht die ähnliche C3-Isoform binden (Schaeffner et al., 1992). Weiterhin sollten 
diese Systeme auch in hnRNA-Messungen einsetzbar sein und dementsprechend nicht mit 
der mRNA hybridisieren. Deshalb wurden Primer gewählt, die Intron-Exon-Grenzen 
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überspannen. Die generierten Primersysteme wurden anschließend in einer qPCR getestet 
und die erwartete Produktgröße über die Auftrennung in einem 2%igen Agarosegel 
überprüft (2.2.3.8.). Zusätzlich erfolgte die Subklonierung (2.2.4.2.) und Sequenzierung 
(2.2.4.3.) der PCR-Produkte um sicherzustellen, dass die Primersysteme in der PCR 
(2.2.5.1.) ausschließlich die Amplifikation des jeweils spezifischen Allels zulassen. 
Letztendlich wurde überprüft, ob die verbliebenen PCR-Systeme eine gleiche 
Amplifikationseffizienz gewährleisten. Dafür wurden in zwei unabhängigen Experimenten 
gleiche Mengen an PCR-Produkt jedes allelspezifischen PCR-Systems gemischt und dieses 
Gemisch dann mit den jeweiligen Primerkombinationen in einer qPCR (2.2.5.3.) 
eingesetzt. Nur die PCR-Systeme (2.1.8.), welche bei dieser Analyse gleiche DNA-
Ausgangsmengen detektierten, wurden für die weiteren allelspezifischen Analysen des 
C4-Pepc-Gens verwendet. 
 
2.2.6. Immunopräzipitationsanalysen 
2.2.6.1. Chromatinimmunopräzipitation 
Die Chromatinimmunopräzipitation (ChIP) bezeichnet ein hochsensitives 
antikörpervermitteltes Nachweisverfahren für DNA-assoziierte Chromatinproteine. Bei der 
in dieser Arbeit verwendeten xChIP (quervernetzte ChIP) werden zunächst Proteine des 
Chromatins, wie z.B. Histone, durch Formaldehyd kovalent an die DNA gebunden 
(2.2.3.5.). Nach dem das Chromatin isoliert und durch Ultraschall fragmentiert wurde, 
kann mittels eines spezifischen Antikörpers eine selektive Immunopräzipitation der zu 
untersuchenden DNA-Protein-Konjugate erzielt werden. Nach Auflösung der 
Formaldehydbindung zwischen dem präzipitierten Material, wird die kopräzipitierte DNA 
aufgereinigt. Dann kann die Quantifizierung der DNA mittels quantitativer Real-Time-
PCR (qPCR) erfolgen. Auf diese Weise kann auf das Vorkommen und die Häufigkeit der 
Histonmodifikation, gegen die der Antikörper gerichtet war, geschlossen werden. Die 
Abbildung 2.2 zeigt schematisch den Verlauf einer ChIP gegen modifizierte Histone. 
Für die ChIP-Analysen wurden 200 µl des zuvor isolierten Chromatins (2.2.3.5.) 1:10 mit 
Puffer F (2.1.7.) verdünnt, 40 µl Protein-A-Agarose (2.1.1.) hinzugegeben und dann das 
Chromatin für 1 Stunde bei 4°C unter ständiger Agitation inkubiert. Anschließend wurde 
die Protein-A-Agarose pelletiert (2000 rpm, 5 Min., 4°C) und der Überstand für die 
folgende ChIP weiterverwendet. Durch diesen Schritt werden für Protein-A-Agarose 
hochaffine Chromatinfragmente aus dem Reaktionsnansatz entfernt. Dadurch soll 
sichergestellt werden, dass die folgenden Präzipitate ausschließlich antikörperspezifische 
Chromatinbereiche aufweisen. 
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Abbildung 2.2: Chromatinimmunopräzipitation 
Schematische Darstellung einer ChIP-Analyse gegen modifizierte Histone. Nach der Fixierung der Histone an die DNA 
mittels Formaldehyd wird das Chromatin isoliert. Im Anschluss erfolgt eine Ultraschallfragmentierung des Chromatins. 
Modifikationsspezifische Antikörper binden entsprechend modifizierte Histone und die DNA-Histon-Antikörper-
Komplexe können mittels Protein-A-Agarose präzipitiert werden. Nach der Revertierung der Quervernetzung und der 
Aufreinigung der DNA kann die kopräzipitierte DNA mittels qPCR quantifiziert werden. Durch Vergleich verschiedener 
biologischer Situationen oder durch Referenzierung mit internen Genpositionen kann so die relative Anreicherung einer 
bestimmten Histonmodifikation an einem spezifischen Genlokus analysiert werden. 
 
Jeweils 400 µl des Überstandes wurden mit 30 µl Protein-A-Agarose und der 
entsprechenden Menge des Antikörpers versetzt (2.1.6.). Zur späteren Bestimmung der 
Chromatinausgangsmenge (IP), wurden 40 µl jeder Chromatinpräparation entnommen und 
bis zur Revertierung der Formaldehyfixierung bei 4°C gelagert. Zur Bestimmung des 
Hintergrunds wurde für jede ChIP-Analyse gegen modifizierte Histone, zusätzlich eine 
Präzipitation mit einem unverwandten Kontrollserum (2.1.6.) durchgeführt. Dieses stammt 
aus Kaninchen, welche gegen ein stärkemodifizierendes Enzym aus Kartoffeln immunisiert 
wurden. Dieses Serum sollte nicht mit Maischromatin interagieren. Die Ansätze wurden 
über Nacht bei 4°C auf einem rotierenden Rad inkubiert. Die Pelletierung der Komplexe 
aus Protein-A-Agarose, Antikörper und Chromatin erfolgte durch Zentrifugation für  
5 Minuten bei 2000 rpm und 4°C. Die Pellets wurden mit je 1 ml der ChIP-Waschpuffer 
„Low-salt“-, „High-salt“-, „Lithiumchlorid“- sowie zweimal mit TE-Puffer (2.1.7.) für je 
10 Minuten auf einem rotierenden Rad gewaschen. Zur Revertierung der Quervernetzung 
wurde je 100 µl Puffer G (2.1.7.) zu den Pellets sowie zum Aliquot, das zur Bestimmung 
der Chromatinausgangsmenge dient, hinzugegeben. Die Proben wurden für 5 Minuten 
gevortext, anschließend kurz zentrifugiert (2000 rpm, 5 Min., 4°C) und danach für 
mindestens 5 h bei 65°C inkubiert. Die Ansätze wurden wie unter 2.2.3.6. beschrieben 
mittels des MSB Spin PCRapace Kits aufgereinigt und in 80 µl Elutionspuffer eluiert. 
Die Menge an präzipitiertem Material wurde im Folgenden mittels qPCR (2.2.5.3.) 
bestimmt. Dafür wurden jeweils 2 µl des Eluats unverdünnt in die Reaktion eingesetzt. 
Formaldeydfixierung
Ultraschallbehandlung
Revertierung der
Formaldeyhfixierung
DNA-Extraktion
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2.2.6.2. Methylierte-DNA Immunopräzipitation 
Mittels der Methylierten-DNA Immunopräzipitation (MeDIP) können DNA-Regionen mit 
5´-methylierten Cytosinresten analysiert werden. Es handelt sich um ein 
antikörpervermitteltes Verfahren, bei dem ultraschallbehandelte DNA mit einem 
Antikörper, der spezifisch 5´-methyliertes Cytosin erkennt, inkubiert wird. Dadurch kommt 
es zu einer selektiven Immunopräzipitation der Genombereiche, die methyliert vorliegen. 
Nach Aufreinigung der präzipitierten DNA kann diese anschließend mittels qPCR 
quantifiziert werden. Das verwendete Protokoll basiert auf dem von Mohn et al. (2009) 
und wurde in einigen Punkten angepasst. 
Zunächst werden 5 µg der nach 2.2.3.3. isolierten und fragmentierten DNA in 450 µl 
TE-Puffer (2.1.7.) verdünnt, für 10 Minuten denaturiert und anschließend sofort auf Eis 
gekühlt. Dadurch soll die DNA linearisiert vorliegen und somit das Epitop für die folgende 
Immunopräzipitation zugänglich sein. Nach Zugabe von 51 µl 10x IP-Puffer (2.1.7.), 10 µl 
Antikörper spezifisch für 5´-methyliertes Cytosin (2.1.6.), sowie 40 µl Protein-G-Agarose 
(2.1.1.) wurden die Proben über Nacht bei 4°C unter ständiger Agitation inkubiert. 
Zur Bestimmung des Hintergrunds wurde zusätzlich eine Präzipitation, wie gerade 
erläutert allerdings mit einem unverwandten Kontrollserum (2.1.6.) durchgeführt. 
Zur späteren Bestimmung der DNA-Ausgangsmenge wurden 0,4 µg jeder DNA-
Präparation entnommen und bis zur Aufreinigung bei 4°C gelagert. 
Die Pelletierung der Komplexe aus Protein-G-Agarose, Antikörper und DNA erfolgte 
durch Zentrifugation für 2 Minuten bei 2000 rpm bei 4°C. Die Pellets wurden anschließend 
drei Mal mit je 1 ml IP-Puffer für jeweils 10 Minuten auf einem rotierenden Rad 
gewaschen.  
Zur Aufhebung der Antikörper-DNA-Bindung wurden je 100 µl Puffer G (2.1.7.) zu den 
Pellets sowie zum Aliquot zur Bestimmung der DNA-Ausgangsmenge hinzugegeben. 
Die Proben wurden für 5 Minuten gevortext, anschließend kurz zentrifugiert (2000 rpm, 
5 Minuten, 4°C) und danach für mindestens 5 h bei 65°C inkubiert. Die Ansätze wurden 
wie unter 2.2.3.6. beschrieben mittels des MSB Spin PCRapace Kits aufgereinigt und in 
80 µl Elutionspuffer eluiert. Die Menge an präzipitiertem Material wurde im Folgenden 
mittels qPCR (2.2.5.3.) bestimmt. Dazu wurden jeweils 2 µl des Eluats unverdünnt in die 
Reaktion eingesetzt. 
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2.2.7. Ermittlung genomischer Sequenzinformation von Genen 
Ausgehend von der mRNA-Sequenz wurde mit Hilfe von Datenbankvergleichen 
(www.plantgdb.org und www.pubmed.org) genomische Sequenz von den in dieser Arbeit 
untersuchten Genen ermittelt. Die verwendeten Sequenzinformationen des C4-Pepc- und 
des C4-Ppdk-Gens, der Genfamilie der kleinen Untereinheit der Rubisco (RbcS1 und 
RbcS2) sowie des Referenzgens Gapdh-1 waren bereits bekannt (Offermann et al., 2006; 
Danker, 2007). Im Folgenden wird erläutert, wie die genomische Sequenzinformation der 
zusätzlich untersuchten Gene ermittelt wurde (Tabelle 3.1). 
 
2.2.7.1. Sequenzanalyse des C4-Me-Gens 
In der verwendeten Modellpflanze Mais sind vier Isoformen des Malatenzyms bekannt, 
wobei lediglich die sogenannte Me1-Form am C4-Zyklus beteiligt ist. Trotzdem besteht auf 
mRNA-Ebene eine Homologie von 87% zwischen dieser Form und zwei weiteren als 
Me2-Formen bezeichneten Malatenzymen (Tausta et al., 2002). Ein Teilaspekt dieser 
Arbeit bestand darin, die Histonmodifikationen auf dem C4-Me-Gen für 
Vergleichsanalysen mit dem C4-Pepc-Gen zu ermitteln. Um in den späteren 
Untersuchungen für die C4-spezifische Form eine eindeutige Aussage über die 
Histonmodifikationen am Promotor des Malatenzymgens geben zu können, war es 
essentiell die spezifische Gensequenz dieser Isoform zu ermitteln.  
Zunächst wurden ausgehend von der cDNA-Sequenz der Me1-Form (gi168527) 
überlappende genomische Sequenzen durch internetgestützte Datenbankvergleiche 
(www.plantgdb.org und www.pubmed.org) ermittelt. In der Abbildung 7.1 im Anhang ist 
dargestellt wie die genomischen Sequenzen für eine vorläufige Me1-Gensequenz 
zusammengesetzt wurden. Dabei dienten die Sequenzinformationen der BACs (bacterial 
artificial chromosome) mit der gi148807038 und der gi115292543 zur Sicherstellung der 
Kontinuität der erstellten Gensequenz im Maisgenom.  
Da die Sequenzen der verwendeten Datenbanken überwiegend aus der Maislinie B73 
stammen, wurde die Amplifikation eines homologen Bereiches aus dem Genom der hier 
verwendeten Hybridlinie Montello durchgeführt. Über die Sequenzierung des 
subklonierten PCR-Produktes konnte somit sichergestellt werden, dass die 
zusammengesetzte genomische Sequenz im Bereich des Promotors der Me1-Form der 
verwendeten Maislinie entspricht. 
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2.2.7.2. Sequenzanalyse zusätzlich untersuchter Gene 
Ausgangspunkt für die Suche der Sequenzinformation des C4-Mdh-Gens war die mRNA-
Sequenz mit der ID X16084. Durch Datenbankvergleiche wurden genomische 
Sequenzinformationen durch den BAC Klon AC206527.3, sowie dem ZmGSSTuc12-11-
04.8521.1 gewonnen. Für die C4-spezifische Carboanhydrase wurden mit Hilfe der 
mRNA-Sequenz (ID: U8401.1) drei BAC-Klone (AC211319.2, AC204830.3 und 
AC19898.3) identifiziert. Mit diesen konnte dann die Gensequenz erstellt werden. Für die 
Suche von Sequenzinformation des C4-Pck-Gens war die mRNA mit der ID AB018744 der 
Ausgangspunkt. Zu dieser Sequenz konnten homologe Bereiche auf dem BAC Klon 
AC190759.2, sowie dem GSSTuc11-12-04.931.2 ermittelt und daraufhin die Gensequenz 
identifiziert werden. Die Sequenzinformation des Cab-m7-Gens konnte durch Vergleich 
des BAC Klons mit dem GSSTuc11-12-04.23486.1 erstellt werden. Dabei diente erneut die 
mRNA-Sequenz (ID X53398) zum Auffinden der genomischen Sequenzen. Letztendlich 
ist für die mRNA-Sequenz des Cab-m1-Gens keine Sequenzinformation vorhanden. 
Allerdings ist die Promotorregion dieses Gen bekannt (Bansal et al., 1992). Basierend auf 
dieser Sequenz konnte jedoch über Datenbankvergleiche keine kodierende Gensequenz 
ermitteln werden. 
Die Sequenzinformationen der Referenzgene Actin-1 und Copia sind aus Haring et al. 
(2007) entnommen. 
 
2.2.8. Statistische Methoden 
2.2.8.1. Mittelwert 
Als Mittelwert bezeichnet man verschiedene mathematisch definierte statistische 
Kenngrößen, die sich aus einer Reihe von Messwerten (beispielsweise einer Stichprobe) 
berechnen lassen. Aufgabe des Mittelwertes ist es, Aufschluss über den Durchschnittswert 
vorliegender Werte zu geben. Im Folgenden seien x1, x2, .... xn gegebene Messwerte, 
deren arithmetischer Mittelwert berechnet werden soll. So gilt: 
 
 
Formel 1: Berechung des arithmetischen Mittelwerts X 
x = arithmetischer Mittelwert; xi = Einzelmesswert; n = Anzahl der Messwerte 
 
                                                                                                                         MATERIAL UND METHODEN 
44 
2.2.8.2. Standardfehler 
Der Standardfehler gibt die statistische Unsicherheit der Mittelwerte wieder und eignet 
sich, um die Qualität von Mittelwerten miteinander zu vergleichen. Er berechnet sich wie 
in Formel 2 angegeben. 
 
 
Formel 2: Standardfehler S 
S = Standardfehler; σx = Standardabweichung; n = Anzahl der Messwerte 
 
2.2.8.3. t-Test 
Mit dem t-Test kann getestet werden, ob der Unterschied zweier Stichproben statistisch 
signifikant ist. Der Test berücksichtigt die Varianz der Stichproben, wobei das 
Signifikanzniveau α standardmäßig auf 5% festgelegt wird. Der t-Wert berechnet sich nach 
Formel 4. 
 
 
Formel 3: t-Wert 
X1 = Mittelwert Stichprobe 1; X2 = Mittelwert Stichprobe 2; σ1 = Standardabweichung Stichprobe 1; σ2 = 
Standardabweichung Stichprobe 2; n1 = Anzahl der Proben in Stichprobe 1; n2 = Anzahl der Proben in Stichprobe 2 
 
Die Freiheitsgerade (FHG) berechnen sich nach FHG = n1+n2-2. Mit Hilfe dieser Angaben 
kann der kritische t-Wert aus der Tabelle „Signifikanzschranken der Studentverteilung“ 
entnommen werden ab dem die Nullhypothese abgelehnt wird. Diese nimmt an, dass die 
gefundenen Unterschiede zufällig sind. Nach der Berechnung des t-Werts kann die 
entsprechende Wahrscheinlichkeit p der Tabelle der Standardverteilungentnommen 
werden. In der vorliegenden Arbeit wurde dies mit dem Computerprogramm Microsoft 
Excel durchgeführt. Bei p < α wird die Alternativhypothese angenommen. 
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3. Ergebnisse 
Eine wesentliche Rolle bei der Regulation eukaryotischer Genexpression spielt der 
sogenannte Chromatinstatus, welcher durch Histonmodifikationen, Chromatin-
Remodelling und DNA-Methylierung definiert wird.  
In dieser Arbeit wurden sowohl Histonmodifikationen als auch die DNA-Methylierung 
untersucht. Bei den Histonmodifikationen lag das Hauptaugenmerk auf der Methylierung 
und Acetylierung von Lysinresten, da diese im engen Zusammenhang mir der 
Promotoraktivität von Genen stehen. Die Analyse dieser Modifikationen erfolgte an Genen 
der C4-Photosynthese von Mais (Zea mays), da diese durch vielfältige interne und externe 
Stimuli reguliert werden. Sie sind demnach sehr gut geeignet, die Zusammenhänge der 
Signalintegration, deren Wirkung auf Histonmodifikationen und die damit verbundene 
Änderung der Promotoraktivität zu untersuchen. Als Ausgangspunkt wurden die 
Erkenntnisse des unter Abschnitt 1.3.3. erläuterten Arbeitsmodells zur Signalintegration 
auf Chromatinebene genutzt. Im Wesentlichen wurden dessen Aussagen anhand des Gens 
der C4-spezifischen Isoform der Phosphoenolpyruvatcarboxylase (C4-Pepc-Gen) erarbeitet. 
 
Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit sind in drei Teilbereiche untergliedert. Im ersten 
Abschnitt (3.1.) liegt dabei zunächst der Fokus auf der Untersuchung der 
Histonmethylierung im Zusammenhang mit der gewebespezifischen Expression von 
C4-Genen. Die Ausrichtung der Experimente orientierte sich daran, die zentralen Aussagen 
des im Kapitel 1.3.3. vorgestellten Modells zu verifizieren. Dieses sieht in dem 
Methylierungsstatus von H3K4 eine zentrale Bedeutung für die gewebespezifische 
Expression des C4-Pepc-Gens. Um die Aussagen zu verifizieren wurde die Prüfung des 
Modells anhand des C4-Me-Gens durchgeführt, das im Gegensatz zum C4-Pepc-Gen eine 
bündelscheidenspezifische Expression zeigt. Einen Großteil der Analysen machte zudem 
die Betrachtung der H3K4 Methylierung in weiteren Geweben von Mais aus. Letztendlich 
wurde damit begonnen, das Modell an weiteren Genen auf seine Gültigkeit zu überprüfen.  
Der zweite Abschnitt (3.2.) beschäftigt sich hingegen mit der Analyse von 
Histonacetylierungen am C4-Pepc-Gen. Basierend auf bestehenden Ergebnissen sollte 
geklärt werden, ob die Signalintegration und die damit verbundenen Änderungen in der 
Histonacetylierung am Pepc-Promotor im Blatt gewebespezifisch erfolgt. Dazu wurden 
umfangreiche Untersuchungen an isolierten Bündelscheiden durchgeführt. 
Im letzten Abschnitt (3.3.) erfolgte schließlich eine allelspezifische Betrachtung 
epigenetischer Modifikationen am C4-Pepc-Gen. Über die allelspezifische Analyse sollten 
Gründe für das Vorkommen repressiver epigenetischer Marker am Pepc-Gen ermittelt 
werden. Dies führte letztendlich zur Identifikation von C4-Pepc-Homologen im 
Maisgenom. 
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3.1. Analyse der Histonmethylierung von C4-Genen in verschiedenen 
Geweben  
Das Ziel der in diesem Abschnitt durchgeführten Experimente war es, die Aussagen des im 
Kapitel 1.3.3. vorgestellten Modells zur Histonmethylierung am C4-Pepc-Gen zu 
verifizieren. Vorangegangene Untersuchungen hatten eine erhöhte H3K4 Trimethylierung 
am C4-Pepc-Gen in den Mesophyllzellen identifiziert. Reziprok zu diesem Befund war in 
den Bündelscheidenzellen am C4-Pepc-Gen eine hohe H3K4 Mono- und Dimethylierung 
ermittelt worden. Dieses Muster konnte nicht nur in den belichteten, sondern auch den 
etiolierten Geweben reproduziert werden. Da das C4-Pepc-Gen durch Licht 
mesophyllspezifisch induziert wird (Offermann et al., 2006), war für die Etablierung von 
H3K4me3 über einen transkriptionsunabhängigen Mechanismus spekuliert worden. 
Vor diesem Hintergrund wurde vermutet, dass H3K4me3 von einem gewebespezifischen 
Signal reguliert wird und für die gewebespezifische Transkription des C4-Pepc-Gens 
Voraussetzung ist (Danker, 2007). Für das C4-Me-Gen konnten ebenfalls an einer Position 
des Promotorbereichs erste Daten generiert werden. Diese lassen vermuten, dass auch für 
dieses Gen die Etablierung von H3K4 Trimethylierung in dem Gewebe erfolgt, in welchem 
es potentiell aktivierbar ist. Dagegen korrelieren die H3K4 Mono- und Dimethylierung 
auch am C4-Me-Gen mit dem inaktiven Zustand (Danker, 2007). 
 
3.1.1. Promotoraktivität des C4-Me-Gens in verschiedenen Geweben von 
Mais 
Die Transkripte des C4-Me-Gens akkumulieren nach Lichtinduktion gewebespezifisch, 
ähnlich wie dies für das C4-Pepc-Gen beschrieben ist. Im Gegensatz zur 
mesophyllspezifischen Akkumulation der C4-Pepc Transkripte, findet dies beim C4-Me in 
den Bündelscheiden statt (Sheen et al., 1987).  
Vorhergehende Analysen hatten in etioliertem und belichtetem Gesamtblatt für den C4-Me-
Promotor ein ähnliches Methylierungsmuster wie für den C4-Pepc-Promotor ergeben 
(Danker, 2007). Durch die Analyse der genspezifischen Histonmethylierung in weiteren 
Geweben, wie der Wurzel und der Koleoptile, sollten Zusammenhänge zwischen den 
Histonmodifikationen und dem Transkriptionszustand für die beiden Gene ermittelt 
werden. Bei der Koleoptile handelt es sich strukturell gesehen um ein blattartiges Organ, 
welches auf Belichtung mit der Entwicklung von Chloroplasten und Photosynthese 
reagiert. Die hohe laubblatttypische Bündelscheidendichte liegt in den Koleoptilen 
allerdings nicht vor. Dies hat zur Folge, dass die Mesophyllzellen offensichtlich keine 
C4-, sondern C3-Photosynthese betreiben (Langdale et al., 1988). 
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Zunächst wurde untersucht, inwieweit der C4-Me-Promotor in den o.g. Geweben ähnlich 
dem C4-Pepc-Promotor reagiert. Anstelle von mRNA wurde heterogene RNA (hnRNA) 
mittels quantitativer Reverser-Transkriptase-PCR (qRT-PCR) bestimmt. hnRNA wird 
bereits während der Transkription prozessiert und ist deshalb nur unmittelbar nachweisbar. 
Aufgrund dessen ist sie als Indikator der Promotoraktivität eines Gens besser geeignet als 
mRNA, bei der die Stabilität von weiteren posttranskriptionellen Faktoren beeinflusst wird 
(Offermann et al., 2006). 
 
 
Abbildung 3.1: Promotoraktivität des C4-Me-Gens in verschiedenen Organen 
Quantifizierung der C4-Me hnRNA Akkumulation in belichtetem Gesamtblatt (grüne Säule), etioliertem Gesamtblatt 
(weiße Säule), Koleoptilen (graue Säule) und Wurzeln (schwarze Säule). Zahlenwerte sind angegeben als Prozent des 
Ergebnisses im belichteten Gesamtblatt. Datenpunkte basieren auf drei unabhängigen Experimenten. Vertikale Linien 
repräsentieren den Standardfehler. 
 
Die Abbildung 3.1 zeigt die Ergebnisse dieses Versuchs. Die Promotoraktivität des C4-Me-
Gens ist in etiolierten Pflanzen im Vergleich zum belichteten Blatt deutlich reduziert. 
Gegenüber dem induzierten Promotor im belichteten Blatt liegt eine Restaktivität von ca. 
20% vor. Sowohl in der Koleoptile als auch der Wurzel konnten keine Transkripte 
detektiert werden. Dies deutet auf eine völlige Inaktivierung des Promotors in beiden 
Geweben hin. 
Demnach zeigt das C4-Me-Gen drei Aktivitätszustände. Im etiolierten Blatt wird es basal 
exprimiert, im belichteten Blatt ist es voll induziert und in der Wurzel und der Koleoptile 
ist es inaktiv. Damit zeigt das C4-Me-Gen die gleichen drei Aktivitätszustände, wie das 
C4-Pepc-Gen in diesen Geweben (Offermann, 2008). 
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3.1.1.1. Transkription des C4-Me-Gens in Mesophyllzellen 
Transgene Studien in der dikotylen Spezies Flaveria bidentis zeigten, dass ein 
Promotorelement des C4-Me-Gens die bündelscheidenspezifische Transkription 
determiniert (Marshall et al., 1997). Ältere Run-on Experimente in Mais wiesen dagegen 
auf eine Transkription in Mesophyllprotoplasten als auch in Bündelscheiden hin 
(Sheen, 1990). Vorhergehende Analysen und auch die im Kapitel 1.3.3. vorgestellten 
gewebespezifischen ChIP-Ergebnisse für das C4-Me-Gen zeigen H3K4me3 allerdings nur 
in den Bündelscheiden. Diese deuten damit bei Belichtung auf eine ausschließlich 
bündelscheidenspezifische Transkription hin. Um sicherzustellen, dass in belichteten 
Mesophyll-Protoplasten keine Transkription stattfindet, wurden Mesophyll-Protoplasten 
aus etiolierten und belichteten Blättern nach einem von Hahnen et al. (2003) etablierten 
Protokoll präpariert. Die Reinheit der Mesophyll-Präparation wurde durch optische 
Sichtung kontrolliert um größere Kontaminationen durch Bündelscheidenzellen 
auszuschließen (2.2.2.1.). Nach der RNA-Extraktion (2.2.3.7.) und folgender cDNA-
Synthese (2.2.4.1.) wurde das hnRNA-Niveau von C4-Me und C4-Pepc mittels qPCR 
bestimmt (2.2.5.3.). Die Ergebnisse der hnRNA-Messungen aus den 
Mesophyllprotoplasten wurden auf die Menge an hnRNA im belichteten Gesamtblatt 
bezogen. Damit ist eine Einordnung der Promotoraktivität des jeweiligen Gens in den 
Mesophyllzellen im Vergleich zum induzierten Zustand möglich. 
 
 
Abbildung 3.2: Promotoraktivität des C4-Me-Gens in Mesophyllzellen 
Quantifizierung der Promotoraktivität des C4-Pepc- und des C4-Me-Gens in Mesophyllprotoplasten (MS) aus etiolierten 
(weiße Säule) und belichteten Maiskeimlingen (graue Säulen). Zahlenwerte sind angegeben als Prozent der belichteten 
Gesamtblatt hnRNA. Datenpunkte basieren auf mindestens drei unabhängigen Experimenten. Vertikale Linien 
repräsentieren den Standardfehler. 
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Anhand der Abbildung 3.2 ist zu erkennen, dass für das C4-Malatenzym sowohl in 
etiolierten als auch belichteten Mesophyllzellen eine hnRNA-Akkumulation von ca. 10% 
des belichteten Gesamtblatts gemessen wurde. Es findet demnach keine lichtabhängige 
Induktion des C4-Me-Promotors in Mesophyllzellen statt. Dagegen konnte die 
lichtinduzierte Aktivität des C4-Pepc-Promotors in den belichteten Mesophyllzellen 
reproduziert werden, wenngleich eine partielle Reduktion von ca. 50% gegenüber dem 
Gesamtblatt vorliegt. Diese Ergebnisse sprechen gegen die Annahme einer 
posttranskriptionellen Regulation des C4-Me-Gens der Arbeitsgruppe um Sheen et al. 
(1990). 
 
3.1.2. Histonmethylierung des C4-Pepc- und C4-Me-Gens in verschiedenen 
Geweben 
Aufgrund der Untersuchungen von Tanja Danker (2007) konnte eine lichtinduzierte 
Histonmethylierung am C4-Pepc-Gen im Blatt ausgeschlossen werden. Um festzustellen, 
ob die Histonmethylierung am C4-Pepc-Gen gewebespezifisch erfolgt, wurden die 
Modifikationen in Wurzelgewebe untersucht. Technisch bedingte Probleme ließen 
allerdings trotz aufwendiger Standardisierungsmethoden keine eindeutige Aussage über 
den Histonmethylierungszustand des C4-Pepc-Gens in der Wurzel zu (Danker, 2007). 
Deshalb wurde diese Fragestellung in der vorliegenden Arbeit erneut aufgegriffen. 
Es sollte außerdem ein Vergleich zwischen der Histonmethylierung des C4-Pepc- und des 
C4-Me-Gens erfolgen. Die Analyse wurde mit der Koleoptile zudem um ein weiteres 
Gewebe erweitert. Basierend auf Erfahrungen der vorherigen Untersuchung wurde in 
dieser Analyse von allen untersuchten Geweben identische Mengen an isoliertem 
Chromatin in die ChIP eingesetzt.  
Ermittelt wurde die Histonmethylierung der beiden Gene mittels Chromatin-
immunpräzipitation (ChIP; 2.2.6.1.). Die Ergebnisse dieser Untersuchung sind in 
Abbildung 3.3 dargestellt. Der Histonmethylierungszustand des Pepc- und Me-Gens aus 
etiolierten und belichteten Blättern wurde mit dem von Koleoptilen und Wurzeln 
verglichen. Die zur Präzipitation verwendeten Antikörper binden an die unterschiedlichen 
Zustände der Histonmethylierung am Lysin 4 (K4) und die Dimethylierung von Lysin 9 
(K9) des Histons H3 (H3). Neben diesen Antikörpern wurde das Experiment zudem mit 
einem Antikörper gegen die invariante, C-terminale Domäne von Histon H3 (H3C) 
durchgeführt. Das basierende Epitop unterliegt keinerlei Modifikationen. Das detektierte 
Signal dient somit als Indikator für die Nukleosomendichte an einer bestimmten 
Chromatinposition (Pokholok et al., 2005). 
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Abbildung 3.3: Histonmethylierung in unterschiedlichen Geweben 
(A-B) Übersicht über die Genstruktur. Innerhalb der kodierenden Sequenz sind Exons als Rechtecke und Introns als 
schwarze Linie dargestellt. Der grau schattierte Bereich kennzeichnet den proximalen Promotor (-700 bp bis +1). TIS = 
Transkriptionsinitialisierungsstelle. polyA = putative Polyadenylierungssequenz. Unterhalb des C4-Pepc bzw. C4-Me-
Gens ist die Lage der repräsentativ gemessenen Positionen im distalen (Pepc: -1300 bp, Me: -1600 bp) und proximalen 
Promotor (-200 bp, -240 bp), dem Beginn (450 bp , 340 bp), der Mitte (1900 bp, 1700 bp) dem Ende (4900 bp, 4100 bp) 
der transkribierten Region sowie eines intergenen Bereichs (5900 bp, 5300 bp) angegeben. (C-Q) Vergleich der 
Histonmethylierung in belichtetem Gesamtblatt (grüne Säulen), etioliertem Gesamtblatt (weiße Säulen), belichteten 
Koleoptilen (graue Säulen) und Wurzeln (schwarze Säulen). Dargestellt sind die auf Actin-1 bzw. Copia normalisierten 
Daten der spezifischen Antiköper gegen tri- (me3), di- (me2), monomethylierte (me1) Form von Histon 3 lysin 4 (H3K4), 
die Dimethylierung von Histon H3 Lysin 9 (H3K9me2) sowie die invariante C-terminale Domäne von Histon H3 (H3C). 
Die Zahlen der Referenzgene (M-Q) zeigen das Vielfache der Präzipitation der untersuchten Gewebe im Verhältnis zur 
Präzipitation im belichteten Gesamtblatt (x-fach bel. Blatt). Alle Datenpunkte basieren auf mindestens drei unabhängigen 
Experimenten. Vertikale Linien repräsentieren den Standardfehler. 
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Die Abbildungen 3.3A+B zeigen eine Übersicht der gemessenen Gen-Loci und zudem die 
Lage der in der qPCR eingesetzten Primersysteme. Es wurden für das C4-Pepc- und das 
C4-Me-Gen jeweils sechs Positionen gemessen: Zwei Positionen im proximalen und 
distalen Promotorbereich, drei Positionen in der kodierenden Region sowie eine intergene 
Position, einige hundert Basenpaare hinter dem vorhergesagten Polyadenylierungssignal 
des jeweiligen Gens. Für die dargestellten Referenzgene Actin-1 und Copia wurden bereits 
etablierte Primersysteme verwendet (Haring et al., 2007). Bei den gezeigten Daten erfolgte 
zunächst eine Normalisierung des Signals aus der qPCR (2.2.5.3.), welches aus dem 
jeweils dargestellten Antikörperpräzipitat detektiert wurde, auf die eingesetzte 
Chromatinausgangsmenge. Zusätzlich erfolgte die Datenkorrektur der Präzipitate auf die 
ChIP-Effizienz im Bereich der Promotorsequenz des Actin-1-Gens. Dadurch sollen 
mögliche Variationen in der Qualität der Chromatinpräparation der verschiedenen Gewebe 
ausgeglichen werden. Actin-1 wurde verwendet, da es sich um ein Housekeeping-Gen 
handelt, welches konstitutiv exprimiert wird. Dies wurde durch zusätzliche 
Transkriptionsmessungen der untersuchten Gewebe bestätigt (Haring et al., 2007; 
Offermann, 2008). Anhand der Ergebnisse der abgebildeten Referenzgene (Abb. 3.3M-Q) 
ist ersichtlich, dass die präzipitierte Menge am Actin-1-Promotor für alle verwendeten 
Antikörper sehr ähnlich im etiolierten und belichteten Blatt ist. Dagegen ist die ChIP-
Effizienz in Koleoptilen zumeist erhöht und erreicht, je nach Antikörper, eine um bis zu 
100% gesteigerte Präzipitationsmenge. In der Wurzel zeigt sich das umgekehrte Bild. 
Die Signalintensitäten sind hier je nach Antikörper bis zu 50% reduziert (Abb. 3.3M-P). 
Die unterschiedliche Präzipitationseffizienz zwischen den verschiedenen Geweben konnte 
durch Quantifizierung einer weiteren, in der kodierenden Region liegenden Sequenz des 
Actin-1-Gens, bestätigt werden (Daten nicht gezeigt). Da H3K9me2 im Actin-1-Gen nicht 
detektierbar ist, wurde stattdessen auf die Präzipitationseffizienz in einer Region des 
Copia-Retrotransposons korrigiert. Untersuchungen hatten bereits ein hohes H3K9me2-
Signal für diesen Bereich des Retrotransposons identifiziert (Haring et al., 2007). Auch für 
den Antikörper, gerichtet gegen die Dimethylierung von H3K9 (Abb. 3.3Q), zeigt sich das 
gleiche Bild wie zuvor für die anderen Antikörper beschrieben. Dies lässt vermuten, dass 
eine Standardisierung in diesen Proben nötig und sinnvoll ist um gewebespezifische 
Histonmodifikationen miteinander vergleichen zu können. Die Ergebnisse für das C4-Pepc- 
und das C4-Me-Gen sind in Abbildung 3.3C-L gezeigt. 
H3K4 Monomethylierung: 
Die H3K4 Monomethylierung ist an allen analysierten Positionen beider Gene deutlich 
messbar. Zudem zeigen die Messungen der Präzipitate dieses Antikörpers, dass H3K4 
Monomethylierung sich an allen Positionen zwischen den dargestellten Geweben nicht 
nennenswert unterscheidet. Außerdem liegt sowohl am C4-Pepc- als auch am C4-Me-Gen 
ein Maximum der Modifikation zum Ende der kodierenden Region vor (Abb. 3.3E+J). 
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H3K4 Dimethylierung: 
Im Gegensatz zur Monomethylierung von H3K4 ist sowohl am Pepc- als auch am Me-Gen 
die Dimethylierung von H3K4 nur für den proximalen Promotor und in der kodierenden 
Region detektierbar (Abb. 3.3D+I). Zudem zeigt auch die Dimethylierung von H3K4 
weder am Pepc-Gen noch am Me-Gen zwischen Koleoptile, Wurzel sowie etioliertem und 
belichtetem Blatt einen Unterschied. Allerdings liegen spezifische Unterschiede in der 
Verteilung dieser Modifikation über die beiden Gene vor. Am C4-Pepc-Gen ist die 
H3K4me2 nur auf den Promotor und das 3´-Ende der kodierenden Region beschränkt, 
wobei das gemessene Signal am 3´-Ende ein Maximum besitzt (Abb. 3.3D). Im Gegensatz 
dazu ist beim C4-Me-Gen die H3K4 Dimethylierung am stärksten zu Beginn der 
kodierenden Region und sinkt zum 3´-Ende ab (Abb. 3.3I). Die H3K4 Dimethylierung 
zeigt demnach, im Gegensatz zur Monomethylierung, ein genspezifisches aber keineswegs 
gewebespezifisches Verteilungsmuster. 
H3K4 Trimethylierung: 
Genauso wie die H3K4 Dimethylierung ist die H3K4 Trimethylierung für beide Gene nur 
am proximalen Promotor und der kodierenden Region detektierbar (Abb. 3.3C+H). 
Zudem ist die Trimethylierung von H3K4 sowohl beim Pepc- als auch beim Me-Gen am 
Promotor und über weite Bereiche der kodierenden Region zwischen etioliertem und 
belichtetem Blatt gleich. Da die H3K4me3 damit stabil auf beiden Genen auch in 
etiolierten Pflanzen vorkommt, kann man daraus schließen, dass sie an diesen Positionen 
unabhängig vom Licht etabliert wird. Zum 3´-Ende beider Gene ist dagegen ein 
lichtinduzierter Anstieg in der H3K4me3 zu beobachten (Abb. 3.3C+H). Für das C4-Pepc-
Gen steigt die H3K4me3 kontinuierlich zum 3´-Ende des Gens an (Abb. 3.3C). 
Demgegenüber ist diese beim C4-Me-Gen am stärksten zu Beginn der kodierenden Region 
detektierbar und sinkt zum 3´-Ende ab (Abb. 3.3H). Sowohl in der Koleoptile als auch der 
Wurzel ist die H3K4 Trimethylierung im Vergleich zum Blatt an allen gemessenen 
Positionen auf beiden Genen deutlich und teilweise bis an die Detektionsgrenze der qPCR 
reduziert (Abb. 3.3C+H). Die Daten deuten damit darauf hin, dass die H3K4me3 bei 
beiden Genen eine auf das Laubblatt beschränkte Modifikation ist. 
Nukleosomenverteilung (H3C): 
Durch die Analyse des Antikörperpräzipitats gegen die invariante C-terminale Domäne 
von H3 ist ersichtlich, dass sich bei beiden Genen auch die Nukleosomendichte zwischen 
allen dargestellten Geweben nicht nennenswert unterscheidet. Außerdem liegt sowohl am 
C4-Pepc- als auch am C4-Me-Gen eine höhere Nukleosomendichte (ca. 2-fach) zu Beginn 
der kodierenden Region im Vergleich zu den anderen gemessenen Positionen vor. 
Letztendlich liegt an beiden Genen eine zur Promotoregion von Actin-1 (Abb. 3.3P) 
vergleichsweise deutlich höhere Nukleosomendichte vor (Abb. 3.3F+K). 
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H3K9 Dimethylierung: 
Sowohl das Pepc- als auch das Me-Gen haben gemeinsam, dass H3K9 Dimethylierung für 
alle Gewebe in der intergenen Region detektierbar ist und sich keine gewebespezifischen 
Unterschiede zeigen (Abb. 3.3G+L). Darüberhinaus ist H3K9me2 auch auf dem C4-Pepc-
Gen an der Position 450 messbar, zeigt aber auch hier keine Unterschiede zwischen den 
dargestellten Geweben (Abb. 3.3G). Dagegen war diese Modifikation an keiner 
Genposition von Me detektierbar (Abb. 3.3L). 
Folgendes lässt sich somit anhand der erläuterten Daten zusammenfassen: Die Ergebnisse 
der Histonmethylierungen am Pepc-Gen des etiolierten und belichteten Gesamtblattes 
entsprachen aufgrund vorangegangener Experimente den Erwartungen. Es konnte anhand 
der Analysen erneut bestätigt werden, dass die H3K4me3 am Pepc-Gen im Blatt 
unabhängig vom Licht etabliert wird (Danker, 2007). Diese Aussage ist aufgrund der 
gezeigten Daten auch auf das Me-Gen übertragbar (Abb. 3.3H). Insgesamt zeigten die 
ChIP-Ergebnisse der Koleoptile als auch der Wurzel (C4-Pepc- und C4-Me-Gen inaktiv), 
verglichen mit dem Blatt (basal bzw. induziert) nur wenige Unterschiede für beide 
untersuchten Gene. Eine klare Differenz wurde ausschließlich für H3K4me3 identifiziert. 
Dies weist darauf hin, dass H3K4me3 eine auf das Laubblatt von Mais beschränkte 
Modifikation ist. Letztendlich bestätigt die zusätzliche Betrachtung von Koleoptile und 
Wurzel für die H3K9m2 in der 5´-Region des Pepc-Gens, dass diese Modifikation 
unabhängig vom Gewebe oder der Transkription etabliert wird (Abb. 3.3L).  
 
3.1.3. Histonmethylierung des C4-Me-Gens in Mesophyll und Bündelscheiden 
im Vergleich zum C4-Pepc-Gen 
Das vorherige Kapitel beinhaltete Daten für das Gesamtblatt. Dieses besteht in Mais mit 
dem Mesophyll und den Bündelscheiden aus zwei unterschiedlichen photosynthetischen 
Geweben, in denen das C4-Pepc- und das C4-Me-Gen ein differentielles Expressionsmuster 
zeigen (Abb. 3.2). Um festzustellen, inwiefern ein Zusammenhang zwischen der 
Histonmethylierung und der gewebespezifischen Expression der beiden Gene im Blatt 
besteht, ist die getrennte Betrachtung dieser Gewebe notwendig. Um ausschließlich 
Chromatin aus den gewünschten Geweben zu isolieren, muss zuvor eine Gewebetrennung 
stattfinden. Hierfür wurden Gesamtblätter mittels Formaldehyd quervernetzt um den 
ursprünglichen Modifikationszustand der Histone zu fixieren. Anschließend wurden die 
Bündelscheiden nach einem begrenzten enzymatischen Verdau des Blattes manuell 
separiert (2.2.2.2.). Bei der Isolierung von Mesophyllzellen wurde zuerst ein partieller 
enzymatischer Abbau des Blattes durchgeführt. Anschließend erfolgte mittels Filtration 
eine Abtrennung der Mesophyll- von den Bündelscheidenzellen (2.2.2.1.). Erst im 
Anschluss daran fand die Formaldehydfixierung der Zellen statt (Offermann et al., 2006; 
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Danker, 2007). Inwieweit die unterschiedliche Präparation der Mesophyllzellen einen 
Einfluss auf die Ergebnisse der Untersuchung hatte, wurde anhand eines weiteren 
Experiments überprüft, welches später in diesem Kapitel erläutert wird. 
Nach Extraktion des Chromatins konnte schließlich die Analyse der Histonmethylierung 
des C4-Pepc- und C4-Me-Gens erfolgen. Diese Untersuchung wurde für das C4-Pepc-Gen 
bereits in vollem Umfang von Tanja Danker (2007) durchgeführt. Für das C4-Me-Gen 
waren ebenfalls erste Daten für eine Position am proximalen Promotor und zusätzlich eine 
im 3´-Bereich der kodierenden Region generiert worden. Um die am C4-Pepc-Gen 
abgeleitete Aussagen (1.3.3.) für weitere Gene zu verifizieren, wurden die Untersuchungen 
für das C4-Me-Gen vervollständigt. Die Ergebnisse dieser Untersuchung sind in den 
Abbildungen 3.4A-AD dargestellt. Um den Vergleich der Resultate des C4-Me- mit denen 
des C4-Pepc-Gens zu erleichtern, wurden die Pepc-Daten (Danker, 2007) in die Grafik mit 
aufgenommen. Neben den beiden C4-Genen sind auch die Ergebnisse der ChIP für das 
Housekeeping-Gen Gapdh-1 dargestellt. Gapdh-1 zeigt transkriptionell im Gegensatz zum 
Actin-1-Gen keine Beeinflussung durch die oben beschriebene Mesophyll Isolation 
(Daten nicht gezeigt). Zudem wird Gapdh-1 in beiden Geweben gleich transkribiert 
(Hahnen et al., 2003) und ist daher als Referenzgen geeignet. 
Bei allen dargestellten Ergebnissen erfolgte für jede untersuchte Modifikation lediglich 
eine Normalisierung des präzipitierten Chromatins auf die eingesetzte Ausgangsmenge. 
Eine weitere Standardisierung, auf die Referenzgene Gapdh-1 oder Copia war nicht 
notwendig, da für die Gapdh-1-Promotorregion und das Retrotransposon Copia 
unabhängig vom betrachteten Gewebe vergleichbare Präzipitatmengen detektiert wurden. 
H3K4 Monomethylierung: 
Die dargestellten Ergebnisse der Monomethylierung von H3K4 zeigen an den analysierten 
Positionen des C4-Pepc-Gens keinen signifikanten Unterschied zwischen Mesophyll- und 
Bündelscheidenzellen, weder im belichteten (Abb. 3.4G) noch im etiolierten Zustand 
(Abb. 3.4V). Zum gleichen Schluss kommt man bei Betrachtung der Ergebnisse des 
C4-Me- Gens in den getrennten etiolierten Geweben des Blattes (Abb. 3.4W). Lediglich im 
belichteten Blatt zeigt sich an allen Positionen eine zum Teil signifikant höhere H3K4 
Monomethylierung am C4-Me-Gen in den Mesophyll- im Vergleich zu den 
Bündelscheidenzellen (Abb. 3.4H). Damit zeigt die Monomethylierung von H3K4 
zwischen dem Pepc- und dem Me-Gen ein inkonsistentes Bild. 
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Abbildung 3.4: Histonmethylierung in Mesophyll- und Bündelscheidenzellen 
Histonmethylierung in Mesophyll- (offene Säulen) und Bündelscheidenzellen (gestreifte Säulen) isoliert aus etiolierten 
(weiß) und belichteten Pflanzen (grau). (A-AD) Histonmethylierung am C4-Pepc-, C4-Me-, Gapdh-1-Gen sowie Copia. 
Dargestellt sind die Mengen an präzipitiertem Chromatin mit Antikörpern spezifisch für die tri- (me3), di- (me2), 
monomethylierte (me1) Form von Histon 3 Lysin 4 (H3K4), die Dimethylierung von Histon H3 Lysin 9 (H3K9me2) 
sowie die invariante C-terminale Domäne von Histon H3 (H3 C-term). Die Zahlen der y-Achse geben die Menge an 
Präzipitat im Verhältnis zur Ausgangsmenge an Chromatin vor der Präzipitation an (% of input). Die Zahlen der x-Achse 
repräsentieren die Lokalisation der gemessenen PCR-Systeme relativ zum TIS des jeweiligen Gens (Abb. 3.3A+B). Alle 
Datenpunkte basieren auf mindestens drei unabhängigen Experimenten. Vertikale Linien repräsentieren den 
Standardfehler. 
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H3K4 Dimethylierung: 
Die H3K4 Dimethylierung ist am Pepc-Gen in etiolierten und belichteten 
Bündelscheidenzellen deutlich höher als in den jeweiligen Zuständen in den 
Mesophyllzellen (Abb. 3.4D+S). Dagegen sind die Histone am C4-Me-Gen signifikant 
höher K4 dimethyliert in den belichteten Mesophyll- im Vergleich zu den belichteten 
Bündelscheidenzellen (Abb. 3.4E). Dies gilt auch für die etiolierten Mesophyll- und 
Bündelscheidenzellen (Abb. 3.4T). Damit sind die H3-Histone sowohl am C4-Pepc- als 
auch dem C4-Me-Gen nur in dem Gewebe des Blattes K4 dimethyliert, indem die Gene 
reprimiert oder basal aktiv vorliegen. Zudem zeigt sich für beide Gene im Bereich der 
kodierenden Region (Pepc: Position 450 und 1900; Me: Position 1700), dass hier keine 
oder nur sehr geringe H3K4 Dimethylierung vorliegt. 
H3K4 Trimethylierung: 
Die Ergebnisse der Analysen des Präzipitats aus der ChIP mit dem Antikörper spezifisch 
gegen H3K4me3 sind für das C4-Pepc-Gen in Abbildung 3.4A+P dargestellt. Diese zeigen 
eine höhere H3K4 Trimethylierung in den Mesophyll- gegenüber den 
Bündelscheidenzellen, sowohl für den proximalen Promotor als auch die gesamte 
kodierende Region. Dieses Bild ist auf die etiolierte als auch die belichtete Situation 
übertragbar. Demgegenüber ist am C4-Me-Gen eine höhere H3K4me3 in den etiolierten 
und belichteten Bündelscheiden im Vergleich zum Mesophyll messbar (Abb. 3.4B+Q). 
Damit zeigt sich für die getrennten Gewebe des Blattes ein reverses Verhältnis in der 
H3K4 Trimethylierung am C4-Me- verglichen zum C4-Pepc-Gen. Zudem ist die H3K4me3 
an beiden Genen unabhängig vom tatsächlichen Transkriptionszustand nur im Gewebe des 
Blattes messbar, in dem sie bei Belichtung induziert werden können. 
Nukleosomendichte (H3 C-term): 
Betrachtet man die Ergebnisse der analysierten Präzipitate des Antikörpers gegen 
H3 C-term, so ist ersichtlich, dass an keiner der analysierten Positionen des Pepc- noch des 
Me-Gens ein messbarer Unterschied in der Nukleosomendichte zwischen belichteten 
Mesophyll- und Bündelscheidenzellen vorliegt (Abb. 3.4M+N). Das gleiche Ergebnis zeigt 
sich in etiolierten Mesophyll- und Bündelscheidenzellen (Abb. 3.4AB+AC). Damit zeigt 
die Nukleosomendichte an beiden Genen weder eine gewebespezifische noch eine 
transkriptionelle Regulation. 
H3K9 Dimethylierung: 
Die H3K9 Dimethylierung konnte in der intergenen Region am Pepc- als auch am Me-Gen 
in beiden Geweben des Blattes unabhängig vom Belichtungszustand detektiert werden 
(Abb. 3.4J+K, Y+Z). Zudem war diese Modifikation an der Position +450 im Pepc-Gen in 
etiolierten und belichteten Mesophyll- als auch Bündelscheidenzellen zu messen 
(Abb. 3.4J+K). An keiner der genannten Positionen war ein nennenswerter Unterschied in 
der H3K9 Dimethylierung zwischen Mesophyll- und Bündelscheidenzellen zu ermitteln. 
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Das Vorkommen der H3K9me2 an den beschriebenen Positionen entspricht aufgrund der 
Daten des Gesamtblattes (vgl. Abb. 3.3G+L) den Erwartungen. Da die H3K9 
Dimethylierung zumeist im Zusammenhang mit der Repression von Genen beschrieben 
wurde, war das Vorkommen dieser Modifikation in einer Situation, in der das Pepc-Gen 
aktiv ist (d.h. im belichteten Mesophyll), unerwartet. Dieser Aspekt wird erneut in 
Kapitel 3.3 aufgegriffen. 
 
Zusammengefasst sind die wichtigsten Ergebnisse der beschriebenen Abbildungen damit 
folgende: (1) H3K9me2 ist unabhängig von der Belichtung als auch der Transkription im 
5´-Bereich der kodierenden Region des C4-Pepc-Gens in Bündelscheiden- und 
Mesophyllzellen vorhanden. (2) Die Trimethylierung von H3K4 wird unabhängig von der 
Belichtung sowohl am C4-Pepc- als auch am C4-Me-Gen im Gewebe etabliert, in dem eine 
Aktivierung der Gene durch zusätzliche Faktoren möglich ist. (3) H3K4me2 ist 
demgegenüber an beiden Genen nur im Gewebe des Blattes messbar, in dem keine 
Aktivierung der Gene erfolgt. 
 
Zu Beginn dieses Kapitels wurde die Methode beschrieben mit der die Gewebe vor der 
Chromatinextraktion separiert werden. Das Protokoll zur Mesophyll-Isolierung sieht dabei 
vor der Formaldeyhdfixierung einen partiellen enzymatischen Abbau des Blattes vor 
(2.2.2.1.). Während dieses Zeitraums sind die Methylierungen der Histone ungeschützt vor 
der Abspaltung durch Demethylasen. Um sicherzustellen, dass dies keine Auswirkung auf 
die o.g. Ergebnisse hat, wurde erneut eine ChIP-Analyse mit etiolierten und belichteten 
Blättern durchgeführt, die keiner enzymatischen Behandlung ausgesetzt waren. 
Anschließend wurden die gemessenen Signale dieser ChIP mit der Summe der Signale, die 
wir aus der Untersuchung von Mesophyll und Bündelscheidenzellen erhielten, verglichen. 
Das Ergebnis dieser Gegenüberstellung ist in Abbildung 3.5 dargestellt. 
Es ist deutlich zu erkennen, dass sich durch die Addition der gemessenen Signale aus 
Mesophyll und Bündelscheide, im Vergleich zum Gesamtblatt, sehr identische Profile für 
alle getesteten Antikörper über die beiden Gene ergeben. Zudem zeigt die Summe der 
gemessenen Signale aus den Einzelgeweben des Blattes an allen Positionen und 
Antikörpern das gleiche Verhältnis zwischen dem etiolierten und dem belichteten Zustand, 
wie dies für das Gesamtblatt ermittelt wurde. 
Dieses Ergebnis zeigt, wie akkurat die ChIP-Ergebnisse aus den isolierten Geweben das 
Histonmodifikationsmuster in-vivo repräsentieren. Zudem kann eine Beeinflussung der 
Histonmodifikationen an den studierten Genen durch die Gewebetrennung ausgeschlossen 
werden. 
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Abbildung 3.5: Vergleich der Histonmethylierung von Gesamtblatt und isolierten Geweben 
Vergleich der Histonmethylierungsdaten aus etioliertem (weiße Säulen) und belichtetem Gesamtblatt (graue Säulen) mit 
der Summe der ChIP-Signale aus den isolierten Mesophyll- und Bündelscheidenzellen. (A-T) Histonmethylierung am  
C4-Pepc- und C4-Me-Gen. Dargestellt sind die Mengen an präzipitiertem Chromatin mit Antikörpern spezifisch für die 
tri- (me3), di- (me2), monomethylierte (me1) Form von Histon 3 lysin 4 (H3K4), die Dimethylierung von Histon H3 
Lysin 9 (H3K9me2) sowie die invariante C-terminale Domäne von Histon H3 (H3 C-term). Die Zahlen der y-Achse 
geben die Menge an Präzipitat im Verhältnis zur Ausgangsmenge an Chromatin vor der Präzipitation an (% of input). Die 
Zahlen der x-Achse repräsentieren die Lokalisation der gemessenen PCR-Systeme relativ zum TIS des jeweiligen Gens 
(Abb. 3.3A+B). Alle Datenpunkte basieren auf mindestens drei unabhängigen Experimenten. Vertikale Linien 
repräsentieren den Standardfehler.  
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3.1.4. Histonmethylierung am C4-Pepc- und C4-Me-Gen nach artifizieller 
Inaktivierung der Transkription 
Die zuvor dargestellten Experimente zeigten eindeutig, dass die H3K4 Trimethylierung am 
Promotor des C4-Pepc- und des C4-Me-Gens in etiolierten Pflanzen, trotz lediglich basaler 
Restaktivität des Promotors (Abb. 3.1), auf gleichem Niveau wie im belichteten Blatt 
vorhanden ist (Abb. 3.3C+H). Auf Basis dieser Ergebnisse leitet sich die bisherige 
Vermutung ab, dass die H3K4me3 schon während der Entwicklung der Pflanze etabliert 
wird und für die eigentliche Aktivierung des Pepc- bzw. Me-Gens notwendig ist. Aufgrund 
früherer Studien war dieses Ergebnis unerwartet, da diese eine mechanistische Verbindung 
zwischen der H3K4me3 und der Elongation der RNA-Polymerase II zeigten (Brenner et 
al., 2007). Um herauszufinden, inwieweit die H3K4 Trimethylierung eine Folge der 
basalen Promotoraktivität in etiolierten Pflanzen darstellt oder doch eine Voraussetzung für 
die Promotoraktivierung ist, wurden folgende Experimente durchgeführt: Zum einen 
wurden Pflanzen mit α-Amanitin behandelt. Beim α-Amanitin handelt es sich um das Gift 
des Knollenblätterpilzes (Amanita phalloides), welches äußerst effizient die Elongation der 
RNA-Polymerase II hemmt (Rudd et al., 1996). Folglich sollte diese Behandlung die 
Transkription in behandelten Blättern deutlich senken. Beim anderen Versuchsansatz 
wurden zuvor belichtete Pflanzen einer verlängerten Dunkelheit von 72 Stunden 
ausgesetzt. Diese Behandlung reduziert die Pepc- und Me-Promotoraktivität im Maisblatt 
unter das Detektionsniveau der qPCR (Offermann et al., 2006; C4-Me Daten nicht gezeigt). 
Im nun folgenden Kapitel werden zunächst die Ergebnisse des Experiments mit Pflanzen 
nach Behandlung mit α-Amanitin erläutert. Danach folgt die Beschreibung der 
Versuchsergebnisse mit 72 Stunden verdunkelten Pflanzen (3.1.4.2.).  
 
3.1.4.1. Histonmethylierung unter Einfluss der α-Amanitin vermittelten Inhibition 
der Transkription 
Um die Transkription des C4-Pepc- und des C4-Me-Gens zu inhibieren, wurden Blätter von 
Maispflanzen nach 3 stündiger Belichtung abgeschnitten und in einer Lösung mit 10 µM 
α-Amanitin über einen Zeitraum von acht Stunden durch den Transpirationssog appliziert 
(2.2.1.3.). Für beide Gene zeigten Transkriptionsmessungen in den α-Amanitin 
behandelten Blättern nach bereits einer Stunde eine Abnahme der hnRNA auf 10% im 
Vergleich zum unbehandelten Blatt. Diese Werte senkten sich nach acht Stunden 
Inkubation mit α-Amanitin weiter bis zur Detektionsgrenze der qPCR (Daten nicht 
gezeigt). Zu diesem Zeitpunkt wurde Blattmaterial von α-Amanitin behandelten und 
unbehandelten Blättern formaldehydfixiert und nach Extraktion (2.2.3.5.) mit dem 
Chromatin ChIP-Analysen (2.2.6.1.) durchgeführt.  
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Neben dem Antikörper spezifisch für H3K4me3 wurde auch der Antikörper gegen die 
invariante, C-terminale Domäne des Histons H3 verwendet. Damit sollte ermittelt werden, 
inwiefern die α-Amanitin vermittelte Inhibition der RNA-Polymerase II-Elongation einen 
Einfluss auf die Nukleosomenverteilung am C4-Pepc- und C4-Me-Gen hat. Anhand der in 
Abbildung 3.6C+D dargestellten Ergebnisse ist ersichtlich, dass die Menge an 
präzipitiertem H3 an allen gemessenen Positionen des Pepc- und des Me-Gens zwischen 
dem behandelten und unbehandelten Blatt gleich war. Damit kann ausgeschlossen werden, 
dass die Elongation der Polymerase II einen Einfluss auf die Nukleosomenverteilung am 
C4-Pepc- und C4-Me-Gen hat. 
 
 
Abbildung 3.6: Histonmethylierung nach α-Amanitin Behandlung 
Vergleich der H3K4 Trimethylierung in belichteten intakten Pflanzen (grüne Säulen) und belichteten Pflanzen, die nach 
3 Stunden Belichtung für 8 Stunden mit 10 µM α-Amanitin behandelt wurden (weiße Säulen) für das C4-Pepc- und das 
C4-Me-Gen. Dargestellt sind die Mengen an präzipitiertem Chromatin mit Antikörpern spezifisch für die trimethylierte 
Form von Histon 3 lysin 4 (H3K4me3), sowie die invariante C-terminale Domäne von Histon H3 (H3C). 
Die Zahlenwerte der y-Achse geben die Menge an präzipitiertem Chromatin im Verhältnis zur Ausgangsmenge an 
Chromatin vor der Präzipitation an (% des Input). Die Zahlen der x-Achse repräsentieren die Lokalisation der 
gemessenen PCR-Systeme relativ zum TIS des jeweiligen Gens (Abb. 3.3A+B). Alle Datenpunkte basieren auf 
mindestens vier unabhängigen Experimenten. Vertikale Linien repräsentieren den Standardfehler.  
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Ähnliche Ergebnisse zeigen sich auch für den Antikörper spezifisch für H3K4me3. Mit 
Ausnahme einer Position (Position 1900) in der kodierenden Region des Pepc-Gens 
konnten keine wesentlichen Veränderungen durch die Behandlung mit α-Amanitin an den 
beiden untersuchten Genen registriert werden (Abb. 3.6A+B). An der Position 1900 des 
C4-Pepc-Gens ist die H3K4me3 dagegen in behandelten Pflanzen auffällig deutlich 
reduziert (ca. 5-fach). Mit Hilfe der Messung weiterer PCR-Systeme, verteilt über den 
gesamten kodierenden Bereich des C4-Pepc-Gens, konnte ein genaueres Bild von der 
Umgebung der Position 1900 aufgezeichnet werden. Es stellte sich heraus, dass etwa 40% 
der kodierenden Region, angefangen ca. 900 bp bis ca. 4000 bp downstream vom 
Transkriptionsstart deutlich reduzierte H3K4me3-Signale in α-Amanitin behandelten 
Pflanzen aufwiesen (Daten nicht gezeigt). In diesem Bereich korreliert damit das 
H3K4me3-Niveau am Pepc-Gen mit der niedrigen Transkription in den behandelten 
Pflanzen. Dies deutet unter den gewählten Versuchsbedingungen auf eine 
elongationsgekoppelte H3K4me3 für diesen Bereich des Pepc-Gens hin. Ein solcher 
Zusammenhang konnte für die transkribierte Region des C4-Me-Gens hingegen nicht 
nachgewiesen werden (Abb. 3.6B). Dagegen bleibt die H3K4 Trimethylierung am 
Promotor auf beiden Genen unabhängig vom Transkriptionszustand bestehen. 
 
3.1.4.2. Histonmethylierung nach Promotorinhibition durch verlängerte Dunkelheit 
Mit einem alternativen Versuchansatz sollte zusätzlich geklärt werden, ob die H3K4me3 
einen elongationsgekoppelten oder einen gewebespezifischen Ursprung auf den studierten 
Modellgenen besitzt. Deshalb wurden zuvor im normalen Tag-Nacht-Rythmus angezogene 
Pflanzen (2.2.1.2.) für 72 Stunden verdunkelt. Dies hat eine Reduktion der 
Promotoraktivität für das C4-Pepc und das C4-Me-Gen bis zur Detektionsgrenze der qPCR 
zur Folge (Daten nicht gezeigt). Die Resultate der ChIP aus den 72 Stunden verdunkelten 
Blättern sind im Vergleich zu denen aus dem belichteten Blatt dargestellt (Abb. 3.7A+B). 
Anhand der abgebildeten Ergebnisse ist zu erkennen, dass sowohl am Promotor als auch in 
der kodierenden Region in Blättern 72 Stunden verdunkelter Pflanzen das detektierte 
H3K4me3-Signal am Pepc- und Me-Gen stabil auf dem Niveau von belichteten Pflanzen 
bleibt. Am C4-Pepc-Gen ist in der H3K4 Trimethylierung hingegen erneut ein etwas mehr 
als zweifacher Rückgang an der Position 1900 zu erkennen (Abb. 3.7A). 
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Abbildung 3.7: Histonmethylierung nach verlängerter Dunkelheit  
Vergleich der H3K4 Trimethylierung in belichteten (grüne Säulen) und belichteten Pflanzen, die für 72 Stunden 
verdunkelt wurden (weiße Säulen). Dargestellt sind die Ergebnisse für das C4-Pepc- und das C4-Me-Gen. 
Die Zahlenwerte geben die Menge an präzipitiertem Chromatin im Verhältnis zur Ausgangsmenge an Chromatin vor der 
Präzipitation an (% des Input). Die Zahlen der x-Achse repräsentieren die Lokalisation der gemessenen PCR-Systeme 
relativ zum TIS des jeweiligen Gens (Abb. 3.3A+B). Alle Datenpunkte basieren auf mindestens zwei unabhängigen 
Experimenten. Vertikale Linien repräsentieren den Standardfehler. 
 
Aufgrund der Erkenntnisse des Experiments mit α-Amanitin wurde erneut die kodierende 
Region mittels weiterer PCR-Systeme untersucht. Dabei stellte sich heraus, dass in dieser 
Situation ebenfalls über ca. 40% der kodierenden Region, angefangen bei ca. 900 bp bis ca. 
4000 bp downstream vom Transkriptionsstart, reduzierte H3K4me3 am C4-Pepc-Gen 
vorliegt. Damit zeigt sich für das Pepc-Gen in 72 Stunden verdunkelten Pflanzen ein 
identisches Bild wie dies bereits für die α-Amanitin behandelten Pflanzen beschrieben 
wurde (Abb. 3.6A), wenngleich der Unterschied weniger drastisch ausfällt im Vergleich zu 
den α-Amanitin behandelten Pflanzen. 
Die Ergebnisse der α-Amanitin behandelten Pflanzen (Abb. 3.6) als auch dieses Versuchs 
zeigen, dass die H3K4me3 am Promotor des C4-Pepc- und C4-Me-Gens bestehen bleibt. 
Ein Zusammenhang zum niedrigen Transkriptionsniveau in den behandelten Pflanzen ist 
nicht zu erkennen. Damit bekräftigen die Resultate die Annahme einer transkriptionell 
unabhängigen H3K4me3 am Promotor des C4-Pepc- und des C4-Me-Gens, wenngleich 
nicht ausgeschlossen werden kann, dass eine einmalige Induktion der Gene ausreicht um 
die H3K4 Trimethylierung zu etablieren und diese stabil über die Behandlung hinaus 
bestehen bleibt. 
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3.1.5. Histonmethylierung in embryogenen Maiskallus Kulturen 
Alle bisher präsentierten Ergebnisse zeigen, dass in Geweben, in denen keine Aktivierung 
der untersuchten Gene stattfindet, eine im Verhältnis zur H3K4me3 erhöhte H3K4me2 
(Abb. 3.4) vorliegt. Dies könnte darin begründet sein, dass H3K4me2 funktional dazu 
beiträgt die Gene in einem inaktiven Zustand zu halten (Santos-Rosa et al., 2002; Nagy et 
al., 2003). Dagegen weisen die Trimethylierungsdaten von H3K4 darauf hin, dass diese auf 
dem Chromatin der untersuchten Gene entwicklungskontrolliert etabliert wird und 
vermutlich funktional notwendig ist, damit Gene gewebespezifisch induziert werden 
können (Santos-Rosa et al., 2002). Das Ziel der folgenden Experimente bestand darin, zu 
ermitteln, wann der Wechsel von H3K4me2 nach H3K4me3 in der Pflanze erfolgt um 
damit die gewebespezifische Expression zu gewährleisten. Untersuchungen an humanen 
embryonalen Stammzellen zeigten, dass schon in diesem undifferenzierten Zustand 
Histone bestimmter Gene, sowohl Modifikationen für deren spätere Aktivierung als auch 
Modifikationen für deren Inaktivierung tragen. Während der Differenzierung der Gewebe 
werden dann die unpassenden Modifikationen jeweils entfernt (Bernstein et al., 2006). 
Um festzustellen, inwieweit dies auch für H3K4 Di- und Trimethylierung auf dem C4-Pepc 
und dem C4-Me Gen der Fall ist, wurden embryogene Maiskalli untersucht. Diese stellen 
undifferenziertes Gewebe dar, haben aber das Potential, bei entsprechender Behandlung zu 
einer Maispflanze auszudifferenzieren (Gordon-Kamm et al., 1990). Somit haben sie eng 
verwandte Eigenschaften mit einem Maisembryo im Korn und wurden deshalb als 
Modellsystem benutzt. Abbildung 3.8 zeigt ein Foto von embryogenen Kalli, wie sie für 
die Experimente verwendet wurden. Für eine effiziente Vermehrung wurden die Kallus 
Kulturen bei konstanten Temperaturen unter permanenter Dunkelheit gehalten (2.2.1.1.). 
 
Abbildung 3.8: Embryogene Mais Kallus Kultur 
Dargestellt sind embryonale Mais Kallus Kulturen ca. 9 Tage nach Umsetzen auf frisches 
Inkubationsmedium (2.1.7.). Die Kulturen wurden bei konstanten 26°C unter permanenter 
Dunkelheit gehalten (2.2.1.1.). 
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3.1.5.1. Transkriptionsbestimmung von Genen in embryogenen Maiskalli 
Da ein Vergleich des Histonmethylierungszustands von Genen in Maiskalli und 
belichtetem Blatt erfolgen sollte, musste zunächst die Transkription des C4-Pepc- und des 
C4-Me-Gens ermittelt werden. Zudem wurden die Housekeeping-Gene Actin-1 und 
Gapdh-1 und das Retrotransposon Copia in die Analyse einbezogen. Deren 
Histonmethylierungszustand sollte beim Vergleich zwischen Kalli und Blatt behilflich 
sein, die Datenkonsistenz der ChIP mit Kallus-Chromatin zu analysieren (3.1.5.3.). 
In Abbildung 3.9A-D sind die Ergebnisse der Transkriptionsmessungen dargestellt. Für 
jedes Gen wurde die detektierte RNA-Menge im Kallus auf die ermittelte Akkumulation 
im belichteten Blatt bezogen. 
 
 
Abbildung 3.9: Transkription von Genen in embryogenen Kallus Kulturen 
Dargestellt sind die Ergebnisse der hnRNA-Messung von C4-Pepc, C4-Me und Gapdh-1 sowie die mRNA-Akkumulation 
von Actin-1 in belichtetem Blatt (grüne Säulen) gegenüber embryogenen Mais Kallus Kulturen (weiße Säulen). 
Zahlenwerte sind angegeben als detektierte Transkriptmenge bezogen auf die ermittelte Menge im belichteten 
Gesamtblatt (x-fach bel. Blatt). Datenpunkte basieren auf mindestens drei unabhängigen Experimenten. Vertikale Linien 
repräsentieren den Standardfehler. 
 
Die Abbildung 3.9A+B zeigt, dass für beide C4-Gene in Kalli die Transkriptmenge im 
Bereich der Detektionsgrenze der qPCR (2.2.5.3.) lag. Der Promotor beider Gene ist im 
embryogenen Kallus somit ähnlich wie in der Wurzel und der Koleoptile inaktiv 
(Abb. 3.1). Anders verhält sich dies für das Actin-1 Gen (Abb. 3.9C). Dessen Transkription 
ist im Kallus deutlich um das ca. 7-fache gegenüber dem belichteten Blatt erhöht. Dieses 
Ergebnis ist somit abweichend von bisherigen Daten, die gezeigt hatten, dass dieses Gen in 
den untersuchten Maisorganen gleich stark exprimiert wird (Offermann, 2008). 
Das Gapdh-1-Gen zeigt im Kallus im Vergleich zum Blatt hingegen keinen 
transkriptionellen Unterschied (Abb. 3.9D). Zudem konnte ermittelt werden, dass das 
Copia-Gen in Kalli offensichtlich ebenso reprimiert wird wie im Blatt (Daten nicht 
gezeigt). Damit bilden die untersuchten Gene die durch Permutation möglichen 
Transkriptionszustände zwischen Kallus und Blatt ab. Diese wären, (1) stärker exprimiert 
im Blatt (C4-Pepc und C4-Me), (2) stärker exprimiert im Kallus (Actin-1), (3) vergleichbar 
exprimiert in Blatt und Kallus (Gapdh-1) und (4) in beiden Situationen reprimiert (Copia). 
Dies ist hilfreich um im Kapitel 3.1.5.3. eine Prüfung der ChIP-Daten zwischen Kallus und 
belichtetem Blatt hinsichtlich ihrer Konsistenz zu ermöglichen. 
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3.1.5.2. Etablierung eines Protokolls zur vergleichenden Analyse von Kallus und 
Gesamtblatt 
Das Ziel der folgenden Experimente bestand darin, einen Vergleich des 
Histonmethylierungszustandes der Gene im embryonalen Maiskallus mit dem im 
belichteten Maisblatt zu ermöglichen. Aufgrund der vollkommen unterschiedlichen 
Gewebestruktur der Proben, die dabei einander gegenübergestellt werden, musste eine 
Optimierung kritischer Parameter des ursprünglich für Maisblätter entwickelten ChIP-
Protokolls erfolgen (Offermann, 2008). Kritische Schritte der ChIP sind die 
Formaldehydfixierung und die antikörpervermittelte Immunopräzipitation (Das et al., 
2004; Haring et al., 2007).  
Da das Protokoll für die Formaldehydfixierung der Maisblätter eine Vakuuminfiltration 
vorsieht, wurde bei Maiskalli, aufgrund der fehlenden luftgefüllten Interzellularen die 
Quervernetzung bei 4°C unter ständiger Agitation durchgeführt (2.2.3.5.). Für die 
Formaldehydkonzentration wurde ein Bereich von 0,1% bis 3% gewählt. Um zu ermitteln, 
bei welcher Formaldehydkonzentration eine ähnlich effiziente Fixierung der DNA mit dem 
Proteinbestandteil des Chromatins zwischen Kalli und Maisblatt erfolgt war, wurde die 
sog. FAIRE-Methode angewendet (Giresi et al., 2007; 2.2.3.4.). Die durch die FAIRE-
Methode extrahierte Menge an DNA in jeder Probe wurde nach elektrophoretischer 
Auftrennung in einem Agarosegel (Abb. 3.10A) und zudem mittels qPCR bestimmt 
(Abb. 3.10B). Das Ergebnis einer solchen Aufarbeitung ist beispielhaft in Abbildung 3.10 
gezeigt.  
Die Spuren 2-6 zeigen die Auftrennung präzipitierter DNA aus der FAIRE-Extraktion von 
Kallus Kulturen, die zuvor mit 0,1% bis 1% Formaldehyd für 10 Minuten fixiert wurden 
(Spur 2-5), sowie von belichtetem Blatt mit 3% Formaldehyfixierung (Spur 6). Da das 
FAIRE-Protokoll eine Fragmentierung der DNA durch Ultraschallbehandlung vorsieht 
(2.2.3.4.), ist zu erkennen, dass dadurch erwartungsgemäß keine hochmolekulare DNA 
extrahiert wurde. Die Präzipitate enthalten hingegen eine Anreicherung durchschnittlicher 
Fragmentgrößen von ca. 500 Basenpaaren. Zudem ist anhand der Abbildung für die 
FAIRE-Extraktionen aus Kalli ein umgekehrt proportionales Verhältnis zwischen der 
Menge an präzipitierter DNA und der verwendeten Formaldehydkonzentration zu 
erkennen (Spur 2-5). Dies entspricht ebenfalls den Erwartungen. Bei der 0,3%-Probe 
(Spur 4) liegt dagegen unerwartet viel hochmolekulare DNA vor. Dies ist vermutlich 
begründet in einer inkonsistenten Ultraschallbehandlung der Probe. Letztendlich kann man 
durch den Vergleich der Spuren 2 und 6 (die ähnliche Mengen an DNA aufweisen) 
entnehmen, dass eine gleich starke Fixierung zwischen dem Blatt mit 3% und dem Kallus 
mit 1% Formaldehyd erreicht wurde. 
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Abbildung 3.10: Analyse der Fixierungseffizienz vom embryogenem Kallus 
(A) Dargestellt ist die EtBr-vermittelte Fluoreszenz von extrahierter DNA aus embryonalem Kallus und belichtetem Blatt 
mittels der FAIRE-Methode (2.2.3.4.) nach Auftrennung in einem 2%-igen (w/v) Agarosegel in 1x TAE-Puffer (2.2.3.8.). 
Vor dem Auftragen wurden die Proben mit 0,2 Volumen Ladepuffer versetzt. In Spur 1 des Agarosegels wurde Marker 
vor der Auftrennung aufgetragen. In den Spuren 2-5 wurde extrahierte DNA aus Kallus geladen, welche zuvor mit 
jeweils 1%, 0,6%, 0,3% und 0,1% Formaldehyd für 10 Minuten fixiert wurde (2.2.3.5.). In Spur 6 ist extrahierte DNA 
aus Maisblatt aufgetragen, welche nach dem in Kapitel 2.2.3.5. beschriebenen Protokoll mit 3% Formaldehyd 
quervernetzt wurde. M = 100 bp Generuler Marker. (B) Dargestellt ist die Quantifizierung der im Gel aufgetragenen 
Proben mittels qPCR (2.2.5.3.). Es wurde extrahierte DNA aus Kallus gemessen, die zuvor mit 1% (hellgraue Säule), 
0,6% (mittelgraue Säule), 0,3% (dunkelgraue Säule) sowie mit 0,1% (schwarze Säule) Formaldehyd fixiert (FA) wurden. 
Die Fixierung des untersuchten belichteten Blattes (grüne Säule) erfolgte mit 3% Formaldehyd. Es wurde eine Position 
im C4-Pepc Promotor (-200), eine am Actin-1 Promotor, sowie eine im Retrotransposon Copia gemessen. Die 
Zahlenwerte geben die Menge der extrahierten DNA aus fixiertem Material im Verhältnis zur isolierten DNA aus 
unfixiertem Material an (2.2.3.4.). Aufgrund der hohen Messwerte für die mit 0,1% Formaldehyd fixierte Kallus-Probe 
wurde für diese Datenpunkte (mit Stern markiert) eine sekundäre y-Achse in die Grafik eingefügt. Alle Datenpunkte 
basieren auf einem repräsentativen Experiment, welches als technisches Dublikat durchgeführt wurde. Vertikale Linien 
repräsentieren den Standardfehler.  
 
In Abbildung 3.10B sind die Ergebnisse der qPCR-Messung (2.2.5.3.), der im Agarosegel 
aufgetrennten Proben (Abb. 3.10A, Spur 2-6), gezeigt. Es wurde eine Position im 
proximalen Promotor des C4-Pepc-Gens und darüber hinaus Positionen der Referenzgene 
Actin-1 und Copia gemessen. Der Abbildung ist zu entnehmen, dass unabhängig von der 
gemessenen Position, mit Abnahme der Formaldehydkonzentration und der damit 
verbundenen Reduktion des Fixierungsgrades des Ausgangsmaterials, die Menge an 
quantifizierbarer DNA ansteigt. Prinzipiell zeigen damit die Messungen der qPCR im 
Vergleich zu der Analyse mittels Agarosegelelektrophorese, den Erwartungen 
entsprechend, identische Ergebnisse. Aus der Abbildung kann man damit entnehmen, dass 
mittels der FAIRE-Methode und der äußerst sensiblen qPCR-Messung, für jede beliebige 
Position im Maisgenom der Quervernetzungsgrad zwischen unterschiedlichen Proben 
vergleichbar wird. Weiterhin zeigt sich, dass bei der Verwendung von etwa 
1% Formaldehyd in Kalli die gleiche Quervernetzung erreicht wurde wie im Blatt mit 3%. 
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Abbildung 3.11: Zusammenhang zwischen der ChIP-Effizienz und der Formaldehydfixierung in Kalli 
(A-D) Dargestellt ist der Zusammenhang zwischen der ChIP-Effizienz und der Effizienz der Formaldehydfixierung bei 
Maiskalli für die Positionen am Actin-1 Promotor (A+B) sowie dem C4-Pepc Promotor (-200; C+D) unter Verwendung 
der Antikörper spezifisch für die Histon H3 Lysin 4 Trimethylierung (H3K4me3) und die invariante C-terminale Domäne 
von Histon H3 (H3C). In den Abbildungen wurde die mit den Antikörpern präzipitierte Menge an Chromatin wieder auf 
die Chromatinausgangsmenge normalisiert (y-Achse: % des Input). Die mit der FAIRE-Methode ermittelten Werte auf 
der x-Achse der Abbildungen geben die prozentuale Fixierung der Probe im Verhätnis zur unfixierten Probe an. 
(2.2.3.4.). Die Datenpunkte basieren auf zwei unabhängig voneinander durchgeführten Experimenten. R2 = 
Korrelationskoeffizient. 
 
Als nächstes wurde für Kallus Kulturen untersucht, welche Auswirkung die 
Fixierungseffizienz auf die Ergebnisse der ChIP-Analyse hat. Dazu wurden Kallus 
Kulturen unterschiedlich lange formaldehydfixiert (2.2.3.5.). Nach Isolierung des 
Chromatins (2.2.3.5.) wurden ChIP-Analysen (2.2.6.1.) mit spezifischen Antikörpern 
gegen H3K4me3 als auch gegen die invariante C-terminale Domäne von Histon H3 sowie 
einem weiteren Antikörper, der spezifisch die tri- und tetraacetylierte Isoform von Histon 
H4 (H4Hyp) erkennt, durchgeführt. Nach Revertierung der Quervernetzung wurde dann 
die Menge an präzipitierter DNA mittels qPCR (2.2.5.3.) bestimmt und diese in Beziehung 
zu der Fixierungseffizienz der Proben gesetzt. Ein Auszug der Ergebnisse des Versuchs ist 
für die Antikörper, spezifisch für H3K4me3 und H3C in Abbildung 3.11A-D dargestellt 
(siehe auch Anhang Abb. 7.2+7.3). 
Es wurde ein System in der Promotorregion von Actin-1 (Abb. 3.11A+B) und eine Position 
im proximalen Promotor (-200) des C4-Pepc-Gens gemessen (Abb. 3.11C+D). Es ist ein 
deutlicher Anstieg in der ChIP-Effizienz für alle gezeigten Positionen und Antikörper 
proportional zum Anstieg der Probenfixierung zu erkennen. 
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Die daraus resultierende Gerade hat beispielsweise am Actin-1-Promotor für den 
Antikörper spezifisch gegen H3K4me3, eine um den Faktor vier höhere Steigung als die 
Gerade, ermittelt für den Antikörper spezifisch gegen H3C an dieser Position 
(Abb. 3.11A+B). Dagegen ist an der Position des C4-Pepc-Promotors (Position -200) die 
Steigung der ermittelten Geraden des H3K4me3-Antikörpers als auch des H3C-
Antikörpers ähnlich (Abb. 3.11C+D). Der Anstieg der ChIP-Effizienz im Zusammenhang 
zur Probenfixierung ist damit für die gezeigten Beispiele positions- und 
antikörperspezifisch. Dies war für alle untersuchten Positionen und verwendeten 
Antikörperpräzipitate der Kallus Kulturen zu beobachten (Anhang Abb. 7.2+7.3). 
Es wurde zudem verifiziert, dass der Zusammenhang nicht auf einer Variation in der 
Chromatinfragmentlänge, aufgrund inkonsistenter Ultraschallbehandlung der Proben 
basiert (Daten nicht gezeigt). Wenn also in Kallusproben im Vergleich zum Blatt 
unterschiedliche Crosslinkeffizienzen vorliegen, so kann dies dazu führen, dass 
unterschiedliche ChIP-Signale ermittelt werden.  
 
 
Abbildung 3.12: Verfahren zur Bestimmung der Histonmodifikationen im Maiskallus 
Dargestellt ist das Verfahren nach dem das Niveau einer Histonmodifikation in Maiskalli zu Bedingungen vergleichbar 
zu denen im Blatt ermittelt wird. Benötigt wird dafür die Korrelationsgerade (Abb. 3.11) sowie die positionsspezifische 
Fixierungseffizienz im Blatt (Abb. 3.10). Wenn in Blattproben im Vergleich zum Kallus unterschiedliche 
Crosslinkeffizienzen beobachtet werden, so kann dies zu unterschidlichen ChIP-Signalen führen. Da jedoch ein linearer 
Zusammenhang zwischen der Fixierungs- und der ChIP-Effizienz besteht, kann das ChIP-Signal im Kallus auf die 
Crosslinkeffizienz im Blatt standardisiert werden und somit vergleichbare ChIP-Daten für beide Gewebe ermittelt werden 
(weitere Erläuterung siehe Text). 
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Da jedoch ein linearer Zusammenhang zwischen der Fixierungs- und der ChIP-Effizienz 
besteht, kann das ChIP-Signal im Kallus auf die Crosslinkeffizienz im Blatt standardisiert 
werden und somit vergleichbare ChIP-Daten für beide Gewebe ermittelt werden. Für den 
gewünschten Vergleich zwischen Kallus und belichtetem Gesamtblatt musste man 
demnach, wie in Abbildung 3.12 dargestellt, vorgehen. 
Zunächst erfolgte für die Position von Interesse die Bestimmung der Fixierungseffizienz 
im belichteten Blatt. Anschließend konnte das Vorkommen einer Histonmodifikation für 
diese Position im Kallusgewebe, über die zuvor ermittelte Korrelationsgerade 
(zu Bedingungen vergleichbar dem im Blatt), abgelesen werden. Dieser Wert wurde dann 
für den Vergleich, des aus der ChIP-Analyse des Blattes stammenden Werts, verwendet. 
 
3.1.5.3. Histonmodifikationen der Referenzgene in embryogenen Maiskalli 
Mit Hilfe der im vorherigen Kapitel vorgestellten Methoden wird eine Betrachtung des 
Histonmodifikationsniveaus für beliebige Positionen im Maiskallus im Vergleich zum 
belichteten Blatt, ermöglicht. Um später eine Bewertung der Datenkonsistenz durchführen 
zu können, erfolgt zunächst eine Betrachtung der Ergebnisse der Referenzgene. In Kapitel 
3.1.5.1 war das Transkriptionsmuster von Actin-1, Gapdh-1 und Copia in Maiskallus und 
belichteten Blatt bestimmt worden. Die Analysen hatten ergeben, dass Gapdh-1 
gleichstark, Actin-1 dagegen stärker im Kallus, verglichen zum Blatt, transkribiert wird. 
Copia ist hingegen in beiden Geweben reprimiert (Abb. 3.9C+D). In Abbildung 3.13 sind 
die korrespondierenden Ergebnisse der ChIP-Analyse der genannten Referenzgene 
dargestellt. Es wurde ein Antikörper, gerichtet gegen H4Hyp (Abb. 3.13A, D, G), 
H3K4me3 (Abb. 3.13B, E, H) und H3C (Abb. 3.13C, F, I), verwendet. Anhand der 
Abbildung 3.13A-C ist zu erkennen, dass sich am Gapdh-1-Promotor für alle getesteten 
Modifikationen keine Unterschiede im Vergleich von Kallus und Blatt ergaben. 
Damit decken sich für das Gapdh-1-Gen die Präzipitatmengen der verwendeten 
Modifikationsantikörper mit dem ermittelten Transkriptionsmuster in Kalli und 
Gesamtblatt. 
Die ChIP-Ergebnisse für das Copia-Retrotransposon zeigen, dass die 
transkriptionsgekoppelten Histonmodifikationen H4Hyp und H3K4me3 im Kallus, 
genauso wie im Blatt, abwesend sind. Die präzipitierte Menge an H3 ist ebenfalls ähnlich 
zwischen Kallus und Blatt (Abb. 3.13F). Aufgrund der bereits bekannten Ergebnisse im 
Blatt (Abb. 3.3) entsprechen die Daten im Kallus den Erwartungen. 
Im Gegensatz zu den beiden zuvor beschriebenen Genen wird das Actin-1-Gen im Kallus 
deutlich stärker exprimiert als im Blatt (Abb. 3.9). Anhand der Abbildung 3.13A ist zu 
erkennen, dass dies offensichtlich einen deutlichen Einfluss auf die Hyperacetylierung von 
Histon H4 am Actin-1 Promotor in Kalli im Vergleich zum Blatt (ca. 3-fach) hat.  
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Zudem zeigt sich ein deutlich höheres H3K4me3-Niveau (ca. 5-fach, Abb. 3.13B) im 
Kallus gegenüber dem Blatt. Die Nukleosomendichte ist ca. 2-fach am Actin-1-Promotor 
im Kalli gegenüber dem Blatt reduziert (Abb. 3.13C). Damit decken sich auch die 
präzipitierten Mengen der verwendeten Modifikationsantikörper der Promotorregion des 
Actin-1-Gens mit dem ermittelten Transkriptionsmuster in den jeweiligen Geweben. 
 
 
Abbildung 3.13: Histonmodifikationen der Referenzgene in Kallus Kulturen 
(A-I) Histonmodifikationen am Promotor der Referenzgene Gapdh-1, Actin-1 und des Retrotransposons Copia in 
Maiskallus im Vergleich zum belichteten Gesamtblatt. Die Untersuchung wurde mit Antikörpern spezifisch gegen Histon 
H4 Hyperacetylierung (H4Hyp), gegen Histon H3 Lysin 4 Trimethylierung (H3K4me3), sowie der invarianten C-
terminalen Domäne von H3 (H3) durchgeführt. Die Zahlen geben die Menge an Präzipitat im Verhältnis zur 
Ausgangsmenge an Chromatin vor der Präzipitation (% des Input) an. Zuvor wurden die ChIP-Signale des Kallus, wie 
unter 3.1.5.2. erläutert auf die Crosslinkeffizienz im Blatt standardisiert. Die Datenpunkte für die belichteten Blätter 
basieren auf vier unabhängigen Experimenten. Für die gezeigten Datenpunkte im Kallus wurde in zwei unabhängigen 
Experimenten Kallus mit unterschiedlicher Effizienz fixiert und anschließend die aus diesen Proben ermittelte ChIP-
Effizienz auf die jeweilige Fixierungseffizienz standardisiert (3.1.5.2.). Aus der resultierenden Korrelationsgerade, wurde 
dann die ChIP-Effizienz im Kallus bestimmt. Dies erfolgte indem anhand der Fixierungseffizienz der vier untersuchten 
Blätter jeweils die ChIP-Effizienz im Kallus über die Korrelationsgerade ermittelt wurde (Abb. 3.12). Vertikale Linien 
repräsentieren den Standardfehler. 
 
Aus den gezeigten Beobachtungen lässt sich somit schlussfolgern: (1) Basierend auf den 
Transkriptionsdaten zeigen die ermittelten Histonmodifikationen für die untersuchten 
Referenzgene im Kallus, verglichen zum Blatt, ein konsistentes Datenbild. 
(2) Offensichtlich ist die etablierte und im Kapitel 3.1.5.2. vorgestellte Methode geeignet, 
vergleichende Analysen von Histonmodifikationen bestimmter Gene für Kalli und Blatt zu 
gewährleisten, ohne eine weitere Normalisierung auf Referenzgene durchführen zu 
müssen. 
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3.1.5.4. Histonmethylierung am C4-Pepc- und des C4-Me-Gen im Kallus  
Um den Methylierungszustand von H3K4 für das C4-Pepc und das C4-Me-Gen in einem 
undifferenzierten Gewebe zu bestimmen, wurden embryogene Kallus Kulturen mit 
belichtetem Blatt verglichen. 
 
 
Abbildung 3.14: Histonmethylierung am C4-Pepc- und C4-Me-Gen in embryogenem Kallus 
(A-H) Dargestellt ist die Histonmethylierung des C4-Pepc- und des C4-Me-Gens in Kallus Kulturen im Vergleich zum 
belichteten Blatt für die tri- (me3), di- (me2), monomethylierte Form von Lysin 4 am Histon H3 (H3K4me1) sowie die 
invariante C-terminale Domäne von H3 (H3C). Die Zahlen geben die Menge an Präzipitat im Verhältnis zur Menge der 
Chromatinausgangsmenge vor der ChIP an. Zuvor wurden die ChIP-Signale des Kallus, wie unter 3.1.5.2. erläutert auf 
die Fixierungseffizienz im Blatt standardisiert. Die Zahlen der x-Achse repräsentieren die Lokalisation der gemessenen 
PCR-Systeme relativ zum TIS des jeweiligen Gens (Abb. 3.3A+B). Die Datenpunkte für die belichteten Blätter basieren 
auf vier unabhängigen Experimenten. Für die gezeigten Datenpunkte im Kallus wurde in zwei unabhängigen 
Experimenten Kallus mit unterschiedlicher Effizienz fixiert und anschließend die aus diesen Proben ermittelte ChIP-
Effizienz auf die jeweilige Fixierungseffizienz standardisiert (Abb. 3.12). Vertikale Linien repräsentieren den 
Standardfehler. 
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Für beide Gene ist bekannt, dass sie im Kallus, im Gegensatz zum belichteten, Blatt inaktiv 
sind (Abb. 3.9A+B). Die korrespondierenden ChIP-Daten sind in Abbildung 3.14 
dargestellt. Es wurde die mono-, di- und trimethylierte Form von H3K4 als auch die 
Nukleosomendichte mittels spezifischer Antikörper untersucht. Die Mono- und 
Dimethylierung von H3K4 unterscheidet sich an allen gemessenen Positionen für beide 
Gene im Kallus nicht nennenswert zum Gesamtblatt (Abb. 3.14C-F). Die 
Nukleosomendichte ist ebenfalls zwischen Kalli und Maisblatt sehr ähnlich 
(Abb. 3.14G+H). Dagegen ist die H3K4me3 im Kallus sowohl im proximalen Promotor als 
auch der transkribierten Region des C4-Pepc und des C4-Me-Gens gegenüber dem 
belichteten Maisblatt deutlich reduziert (Abb. 3.14A+B).  
Insgesamt zeigen damit die Ergebnisse für die Kalli im Vergleich zum Blatt ein sehr 
ähnliches Histonmethylierungsmuster, wie es für die Wurzel und die Koleoptile (Abb. 3.3) 
beschrieben wurde. Die Vermutung einer H3K4 Trimethylierung der Modellgene in 
embryogenem, undifferenziertem Gewebe wurde damit widerlegt. 
 
3.1.6. Histonmethylierung weiterer gewebespezifisch exprimierter Gene in 
Mesophyll und Bündelscheiden 
Auf Basis der bisher präsentierten Ergebnisse der vorliegenden Arbeit kann ein sehr 
genaues Modell für die Methylierung des Lysins H3K4, für das C4-Pepc und das  
C4-Me-Gen beschrieben werden. Kurz zusammengefasst besagt dieses folgendes: 
(1) Alle Resultate weisen auf eine aufs Blatt beschränkte gewebespezifische H3K4me3 hin 
(Abb. 3.3). (2) Die Etablierung der H3K4me3 verläuft am Promotor und im 5´-Bereich der 
kodierenden Region licht- und zudem transkriptionsunabhängig (Abb. 3.6 + Abb. 3.7). 
(3) Die H3K4me3 ist auf das Gewebe im Blatt beschränkt, in dem die Gene bei Belichtung 
induziert werden können (Abb. 3.4). (4) In Geweben, in denen die jeweiligen Gene 
transkriptionell nicht induziert werden, liegt eine im Vergleich zur H3K4me3 erhöhte 
H3K4me2 vor (Abb. 3.4).  
Letztendlich bleibt die Frage zu klären, ob dieses Modell auch für weitere Gene des  
C4-Zyklus oder der Photosynthese gilt. Deshalb erfolgte die Suche nach Genen, welche 
aufgrund von anderen Studien sowohl lichtinduziert als auch gewebespezifisch 
ausschließlich im Laubblatt exprimiert werden. Bei Genen, für die noch keine genomische 
Sequenz bekannt war, wurde die Suche, ausgehend von der korrespondierenden mRNA-
Sequenz, über Datenbankvergleiche durchgeführt (2.2.7.). Anschließend erfolgte die 
Etablierung von Primersystemen für qPCR-Messungen (2.2.5.3.). Es wurde jeweils ein 
Primersystem für den proximalen Promotor (-200) und ein weiteres für den 5´-Bereich der 
kodierenden Region (+400) etabliert (Abb. 3.15U). 
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Tabelle 3.1: Zusätzlich untersuchte gewebespezifisch exprimierte Gene im Maisblatt 
Gen = Name der untersuchten Gene. Lichtinduktion = Unterteilung der aufgeführten Gene in solche, deren Expression 
durch Licht induziert wird (+) bzw. Gene, die auch in etioliertem Blatt exprimiert werden und somit keine Lichtinduktion 
zeigen (-). Gewebeexpression = Unter diesem Punkt wird das Blattgewebe (MS = Mesophyll, BS = Bündelscheide) 
aufgeführt, in dem das jeweilige Gen bei Belichtung exprimiert wird. Pubmed ID der mRNA = Ausgehend von der in 
dieser Spalte angegebenen Pubmed ID der mRNA, erfolgte die Datenbanksuche nach genomischen Sequenzen. 
Referenzen = Aufzählung von Studien bzw. Kapiteln der vorliegenden Arbeit, auf denen die aufgeführten Informationen 
des jeweiligen Gens basieren. 
 
Gen Licht- induktion
Gewebe-
expression 
Pubmed ID
der mRNA Referenzen 
C4-Pepc + MS X15642 Siehe Kapitel 1.2.1. 
C4-Ppdk + MS J03901.1 (Sheen, 1990, 1991) 
C4-Mdh + MS X16084 (Sheen et al., 1987; Metzler et al., 1989) 
C4-Ca + MS U08401.1 (Burnell et al., 1997; Sheen, 1999) 
Cab-m1 + MS M87020 (Sheen et al., 1986; Bansal et al., 1992) 
Cab-m7 + MS X53398 (Becker et al., 1992) 
C4-Me + BS J05130 Siehe Kapitel 1.2.2. 
C4-Pck + BS AB018744 (Furumoto et al., 1999) 
C4-RbcS1 - BS Y09214.1 (Purcell et al., 1995; Nomura et al., 2000) 
C4-RbcS2 - BS Y00322 (Matsuoka et al., 1994; Ewing et al., 1998) 
 
Die in der Tabelle 3.1 aufgeführten Gene wurden schließlich in einer erneuten ChIP-
Analyse von Chromatinüberständen aus etiolierten und belichteten Mesophyll- und 
Bündelscheidenzellen früherer ChIPs untersucht (3.1.3.). Die Präzipitationen wurden mit 
spezifischen Antikörpern gegen die Di- und Trimethylierte Form von H3K4 durchgeführt. 
Der bisher in den Untersuchungen verwendete Antikörper spezifisch gegen H3K4me2 der 
Firma Abcam wurde vom Markt genommen. Deshalb kam stattdessen ein Antikörper der 
Firma Millipore (2.1.6.) in dem Experiment zum Einsatz. 
Die Ergebnisse der ChIP-Analyse mit dem H3K4me3-Antikörper sind in Abbildung 3.15 
dargestellt. Die betrachteten Gene sind in der Abbildung nach dem Gewebe, in dem sie 
unter Belichtung induziert werden, geordnet (Tabelle 3.1). Zunächst ist ersichtlich, dass 
mit Ausnahme des C4-Pepc-Gens alle betrachteten Gene eines gemeinsam haben: 
Sie zeigen unabhängig vom Transkriptionszustand am Promotor (Position -200) im 
Vergleich zur kodierenden Region (Position 400) eine mitunter deutlich reduzierte H3K4 
Trimethylierung. Zudem zeigen die Ergebnisse, dass bei Genen, die im belichteten 
Mesophyll transkribiert werden (Pepc, Ppdk, Ca, Mdh, Cab-m1, Cab-m7) auch ein, im 
Vergleich zur Bündelscheide höheres H3K4me3-Signal, detektierbar ist (Abb. 3.15A, C, E, 
G, I, K). Dies ist auch für die etiolierten Geweben zu erkennen (Abb. 3.15B, D, F, H, J, L). 
Daraus lässt sich folgern, dass bei diesen Genen ein deutlich höheres H3K4me3-Signal im 
Mesophyll (im Vergleich zur Bündelscheide) vorliegt und dieses Muster wiederum 
unabhängig vom Transkriptionszustand etabliert wird. 
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Abbildung 3.15: H3K4 Trimethylierung an weiteren Genen in Mesophyll- und Bündelscheidenzellen 
(A-T) Dargestellt sind die Ergebnisse des Antikörpers spezifisch für die Trimethylierung des Lysins 4 am Histon 3 
(H3K4me3) verschiedener Gene (Tabelle 3.1) für belichtetes Mesophyll- (grüne Säulen) im Vergleich zu belichteten 
Bündelscheidenzellen (grün gestreifte Säulen), sowie von etiolierten Mesophyll- (weiße Säulen) gegenüber etiolierten 
Bündelscheidenzellen (weiß gestreifte Säulen). Die Gene sind geordnet nach ihrem gewebespezifischen 
Expressionsmuster im Blatt unter Belichtung. Bei Belichtung Tx MS >> BS = Bei Belichtung ist für diese Gene eine 
höhere Transkriptakkumulation in den Mesophyll- (MS) als in den Bündelscheidenzellen (BS) publiziert. Bei Belichtung 
Tx MS << BS = Bei Belichtung ist für diese Gene eine höhere Transkriptakkumulation in Bündelscheiden- als in den 
Mesophyllzellen publiziert. Zahlenwerte sind angegeben als Menge des präzipitierten Chromatins im Verhältnis zur 
Chromatinausgangsmenge vor der ChIP (% des Input). Für die Analysen wurden Überstände aus vorangegangenen 
Präzipitationen (3.1.3) verwendet. Datenpunkte basieren auf mindestens drei unabhängigen Experimenten. Vertikale 
Linien repräsentieren den Standardfehler. (U) Schematische Übersicht der Genstruktur mit der Lokalisation der in der 
qPCR  (2.2.5.3.) gemessenen Positionen der angegebenen Gene. Es wurde sowohl eine Position im proximalen Promotor 
(-200) als auch eine Position in der kodierenden Region (400) ca. 400 bp stromabwärts vom Transkriptionsstart (TIS) 
gemessen. Innerhalb der kodierenden Sequenz sind Exons als Rechtecke und Introns als schwarze Linie dargestellt. Der 
grau schattierte Bereich kennzeichnet den proximalen Promotor. ATG = Translationsstart. 
H3K4me3Bei Belichtung Tx MS >> BS
-200 400
10
05
00
%
 d
es
 In
pu
t
(A)
-200 400
12
06
00
%
 d
es
 In
pu
t
(B)
C4-Pepc
-200 400
16
08
00
%
 d
es
 In
pu
t
(C)
-200 400
20
10
00
%
 d
es
 In
pu
t
(D)
C4-Pppdk
-200 400
16
08
00
%
 d
es
 In
pu
t
(E)
-200 400
22
11
00
%
 d
es
 In
pu
t
(F)
C4-Mdh
4
-200 400
1
07
00
%
 d
es
 In
pu
t
(G)
-200 400
16
03
00
%
 d
es
 In
pu
t
(H)
C4-Ca
4
-200 400
06
03
00
%
 d
es
 In
pu
t
(I)
-200 400
18
0
00
%
 d
es
 In
pu
t
(J)
Cab-m1
-200 400
14
07
00
%
 d
es
 In
pu
t
(K)
-200 400
16
08
00
%
 d
es
 In
pu
t
(L)
Cab-m7
4
-200 400
16
08
00
%
 d
es
 In
pu
t
(M)
-200 400
16
08
00
%
 d
es
 In
pu
t
(N)
C4-Me
-200 400
10
05
00
%
 d
es
 In
pu
t
(O)
-200 400
1
02
00
%
 d
es
 In
pu
t
(P)
C4-Pck
4
-200 400
12
06
00
%
 d
es
 In
pu
t
(Q)
-200 400
22
11
00
%
 d
es
 In
pu
t
(R)
RbcS1
-200 400
14
07
00
%
 d
es
 In
pu
t
(S)
-200 400
1
07
00
%
 d
es
 In
pu
t
(T)
RbcS2
Bei Belichtung Tx MS << BS
Promotor
prox.
TIS
ATG
‐200 400
kodierende Region
(U)
belichtetes Mesophyll
belichtete Bündelscheide
etioliertes Mesophyll
etiolierte Bündelscheide
                                                                                                                                                       ERGEBNISSE 
75 
Die Analyse der H3K4me3-ChIP für Positionen des C4-Pck- und des C4-Me-Gens sind in 
Abbildung 3.15M-P dargestellt. Diese beiden Gene werden bei Belichtung ausschließlich 
in Bündelscheiden transkribiert. In diesem Gewebe war auch eine erhöhte H3K4 
Trimethylierung, sowohl im etiolierten als auch belichteten Zustand zu messen. Für das 
C4-Pepc-Gen und das C4-Me-Gen entsprechen die gezeigten Daten bisherigen Ergebnissen 
(Abb. 3.4A+B) und somit den Erwartungen. Zudem zeigen sechs weitere Gene 
(fünf lichtinduziert im Mesophyll und eines in der Bündelscheide) das nach dem Modell 
vermutete H3K4 Trimethylierungsmuster. Für die Genfamilie der kleinen Untereinheit der 
Rubisco (RbcS1 und RbcS2) ist bekannt, dass sie auch in etiolierten Pflanzen, sowohl in 
Bündelscheiden- als auch Mesophyllzellen exprimiert werden. Durch Belichtung stellt sich 
schließlich eine bündelscheidenspezifische Expression ein (Sheen et al., 1987; Matsuoka et 
al., 1994; Viret et al., 1994). Die Ergebnisse der ChIP mit dem Antiköper gegen H3K4me3 
zeigen, dass sowohl für das RbcS1- als auch das RbcS2-Gen mit Chromatin aus etiolierten 
sowie belichteten Mesophyll- und Bündelscheidenzellen gleiche Mengen präzipitiert 
wurden (Abb. 3.15Q-T). Diese Daten bestätigen frühere Analysen am RbcS2-Gen 
(Danker, 2007). Daraus lässt sich schließen, dass H3K4me3 auf gleichem Niveau an den 
Genen, sowohl in etiolierten als auch belichteten Mesophyll- und Bündelscheidenzellen 
vorliegt. Damit zeigt diese Modifikation an beiden Genen keine Übereinstimmung zur 
Expression und auch nicht zum bisher etablierten Modell. 
Die Ergebnisse der ChIP mit dem Antiköprer spezifisch gegen H3K4me2 sind in 
Abbildung 3.16 dargestellt. Es ist zu erkennen, dass im Gewebe, in dem das C4-Pepc- als 
auch das C4-Me-Gen inaktiv vorliegt, in der ChIP auch eine höhere H3K4 Dimethylierung 
detektierbar war. Dies entspricht aufgrund der vorherigen Ergebnisse den Erwartungen 
(Abb. 3.4), wenngleich das Verhältnis der H3K4 Dimethylierung zwischen Mesophyll und 
Bündelscheiden in früheren Experimenten deutlicher ausfiel. Für alle zusätzlich 
untersuchten Gene trifft die Beschreibung zu, dass sich die Dimethylierung von H3K4 in 
beiden Geweben des etiolierten als auch belichteten Blattes nicht nennenswert 
unterscheidet (Abb. 3.16C-L, O-T). Damit zeigt sich jedoch, dass die zusätzlich 
untersuchten Gene kein H3K4me2-Muster entsprechend dem C4-Pepc- und C4-Me-Gen 
aufweisen. Aus den gezeigten Beobachtungen lässt sich somit folgendes zusammenfassen: 
Das an den C4-Genen von Pepc und Me entwickelte Modell ist teilweise auch auf die acht, 
in diesem Versuch zusätzlich analysierten Gene übertragbar ist. Eindeutig bekräftigt wurde 
die Annahme einer lichtunabhängigen H3K4 Trimethylierung der Gene in dem Gewebe, in 
welchem sie durch zusätzliche Stimuli induziert werden können. Dagegen muss die 
Aussage, dass H3K4me2 nur auf Genen im inaktiven Gewebe etabliert ist, auf das 
C4-Pepc- und das C4-Me-Gen beschränkt bleiben. Es kann allerdings nicht ausgeschlossen 
werden, dass dieses Resultat auf die Verwendung des neuen Antikörpers zurückzuführen 
ist. 
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Abbildung 3.16: H3K4 Dimethylierung weiterer Gene in Mesophyll- und Bündelscheidenzellen 
(A-T) Dargestellt sind die Ergebnisse des Antikörpers spezifisch für die Dimethylierung des Lysins 4 am Histon 3 
(H3K4me2) verschiedener Gene (Tabelle 3.1) für belichtetes Mesophyll- (grüne Säulen) im Vergleich zu belichteten 
Bündelscheidenzellen (grün gestreifte Säulen), sowie von etiolierten Mesophyll- (weiße Säulen) gegenüber etiolierten 
Bündelscheidenzellen (weiß gestreifte Säulen). Die Gene sind geordnet nach ihrem gewebespezifischen 
Expressionsmuster im Blatt unter Belichtung. Bei Belichtung Tx MS >> BS = Bei Belichtung ist für diese Gene eine 
höhere Transkriptakkumulation in den Mesophyll- (MS) als in den Bündelscheidenzellen (BS) publiziert. Bei Belichtung 
Tx MS << BS = Bei Belichtung ist für diese Gene eine höhere Transkriptakkumulation in Bündelscheiden- als in den 
Mesophyllzellen publiziert. Zahlenwerte sind angegeben als Menge des präzipitierten Chromatins im Verhältnis zur 
Chromatinausgangsmenge vor der ChIP (% des Input). Für die Analysen wurden Überstände aus vorangegangenen 
Präzipitationen (3.1.3.) verwendet. Datenpunkte basieren auf mindestens drei unabhängigen Experimenten. Vertikale 
Linien repräsentieren den Standardfehler. (U) Schematische Übersicht der Genstruktur mit der Lokalisation der in der 
qPCR (2.2.5.3.) gemessenen Positionen der angegebenen Gene. Es wurde sowohl eine Position im proximalen Promotor 
(-200) als auch eine Position in der kodierenden Region (400) ca. 400 bp stromabwärts vom Transkriptionsstart (TIS) 
gemessen. Innerhalb der kodierenden Sequenz sind Exons als Rechtecke und Introns als schwarze Linie dargestellt. Der 
grau schattierte Bereich kennzeichnet den proximalen Promotor. ATG=Translationsstart. 
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Insgesamt zeigen die in diesem Teil der Arbeit ermittelten Ergebnisse für das C4-Pepc- und 
das C4-Me-Gen ein unerwartet konsistentes Auftreten der Methylierung an H3K4. Der 
zugrunde liegende Mechanismus für die H3K4 Trimethylierung ist funktional nur in 
Laubblättern und nicht in Wurzel, Koleoptilen oder embryogenem Maiskallus zu 
beobachten. Die positionsspezifische Regulation dieser Modifikation im Gen ist hingegen 
weitaus komplexer. Während die H3K4me3 am Promotor offensichtlich ausschließlich 
während der C4-typischen Blattentwicklung durch das „Gewebesignal“ reguliert wird, sind 
im kodierenden Bereich weitere Signale an der Etablierung dieser Modifikation beteiligt. 
Demgegenüber ist die H3K4me2 aufgrund der bisher ermittelten Daten in allen 
untersuchten Geweben etabliert, in denen die Gene inaktiv sind. 
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3.2. Analyse der Histonacetylierung am C4-Pepc-Gen 
Neben der bisher behandelten Histonmethylierung wurde in dieser Arbeit auch die 
Acetylierung am C4-Pepc-Gen untersucht. Aufgrund der Studien von Sascha Offermann 
(2006, 2008) und Ina Horst (2008) sind bereits sehr detailliert die teilweise komplexen 
Regulationsmechanismen für verschiedene Histonacetylierungen am C4-Pepc-Gen bekannt 
(1.3.3.). Für eine Reihe der Modifikationen (H3K9ac, H4K5ac und H4Hyp) konnte ein 
direkter Zusammenhang zwischen deren Etablierung und der Belichtung der Pflanze 
ermittelt werden. Dagegen gibt es acetylierte Lysinreste an Histonen (H3K14ac, H3K18ac, 
H4K16ac) des Pepc-Gens, die unabhängig vom Licht und zudem auch in anderen 
Geweben außer dem Maisblatt, wie z.B. der Wurzel, vorkommen. Unter Hormonmangel 
(Zeatin) sowie hoher Metabolitverfügbarkeit (Glucose), wodurch die C4-Pepc-
Transkription auch unter Belichtung reprimiert wird, reagiert die Pflanze jedoch nach 
einem, für alle genannten Histonacetylierungen, gleichen Muster. Während die 
Modifikationen aufgrund des Lichtstimulus am proximalen Pepc-Promotor bestehen 
bleiben, werden sie am distalen Bereich des Promotors entfernt. Offensichtlich werden die 
distale und proximale Promotoracetylierung differentiell reguliert (Offermann, 2008).  
Der überwiegende Teil der erläuterten Daten, insbesondere zum letztgenannten Punkt, 
wurden ausschließlich am Gesamtblatt erforscht. Die bisher einzigen Resultate über die 
gewebespezifische Histonacetylierung am C4-Pepc-Gen im Maisblatt beruhen auf einem 
Versuch, in dem die Acetylierung von H4 (H4Hyp) in etiolierten und belichteten 
Bündelscheiden an einer Position des proximalen Promotors betrachtet wurde. 
Überraschenderweise zeigte sich die lichtinduzierte Acetylierung von H4 nicht nur in 
Mesophyll-, sondern auch in den Bündelscheidenzellen (Offermann et al., 2006). 
 
3.2.1. Gewebespezifische Histonacetylierung am C4-Pepc-Gen im Blatt 
Um das Muster weiterer Histonmodifikationen am C4-Pepc-Gen für die Bündelscheiden zu 
ermitteln, wurde aus belichteten und aus belichteten Pflanzen, die für 56 Stunden 
verdunkelt wurden (56hD Pflanzen), Bündelscheiden präpariert (2.2.2.2.). 
In vorhergehenden Analysen war zwischen etiolierten und 56hD Pflanzen kein Unterschied 
in der Histonacetylierung für das C4-Pepc-Gen beobachtet worden (Offermann, 2008). 
Zum Einsatz kamen exemplarisch zwei Antikörper, die spezifisch gegen lichtinduzierte 
Histonacetylierung gerichtet sind. Einer spezifisch gegen hyperacetyliertes Histon H4 
(H4Hyp) und einer für acetyliertes Lysin 9 an Histon H3 (H3K9ac). Die Analyse, 
inwieweit sich invariante Modifikationen in Mesophyll- und Bündelscheidenzellen 
verhalten, erfolgte hingegen exemplarisch mit einem Antikörper spezifisch gegen 
H3K18ac. Es wurden keine Mesophyllzellen in die Untersuchung miteinbezogen, da 
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vorhergehende Experimente gezeigt hatten, dass die Histonacetylierungen im Gegensatz zu 
der Histonmethylierung durch die Isolation der Mesophyllprotoplasten beeinflusst wird 
(Daten nicht gezeigt). 
Ziel des Versuches bestand darin, dass Histonacetylierungsprofil am C4-Pepc-Promotor in 
Bündelscheiden hoch aufgelöst zu analysieren. Dafür wurden zu den bestehenden PCR-
Systemen (Position -200 und +450) weitere, bereits etablierte Systeme, die gleichmäßig 
über den proximalen und distalen Promotor verteilt sind, verwendet (Offermann, 2008).  
 
 
Abbildung 3.17: Histonacetylierung am C4-Pepc-Gen in Bündelscheiden 
(A) Schematische Übersicht der Promotorregion des C4-Pepc-Gens. Innerhalb der kodierenden Sequenz sind Exons als 
Rechtecke und Introns als schwarze Linie dargestellt. Der grau schattierte Bereich kennzeichnet den proximalen 
Promotorbereich. TIS = Transkriptionsstart. (B-D) Dargestellt ist die Histonacetylierung am Promotor des C4-Pepc-Gens 
mittels Antikörper spezifisch gegen die Hyperacetylierung von Histon H4 und die Acetylierung von Lysin 9 und 18 am 
Histon H3 (H3K9ac, H3K18ac). Das Profil über den Promotor wurde bestimmt für belichtetes Blatt (grüne Linie), für 
Bündelscheiden isoliert aus belichtetem Blatt (schwarze Linie) und für Bündelscheiden aus Blatt, welches 56 Stunden 
verdunkelt wurde (56hD Bündelscheiden, graue Linie). Zahlenwerte sind angegeben als Präzipitat im Verhältnis zur 
Chromatinausgangsmenge vor der ChIP mit zusätzlicher Normalisierung auf die Menge an Präzipitat mit dem Antikörper 
spezifisch gegen die invariante C-terminale Domäne von H3 (x-fach H3C). Die Datenpunkte basieren auf mindestens drei 
unabhängigen Experimenten. Vertikale Linien repräsentieren den Standardfehler. 
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Wie aus Abbildung 3.17B-D hervorgeht, sind die Ergebnisse der ChIP-Analyse mit 
Bündelscheidenchromatin denen des belichteten Blattes gegenübergestellt. Anhand des 
Vergleichs mit Abbildung 3.17A, die eine Übersicht des C4-Pepc-Promotors vermittelt, 
kann erfasst werden, in welchem Bereich des Promotors die Histone modifiziert sind. 
Aufgrund der variablen, technisch bedingten ChIP-Effizienzen zwischen den einzelnen 
unabhängigen Experimenten sind die Ergebnisse der analysierten Präzipitate auf das 
detektierte Signal im H3C-Präzipitat an der jeweiligen Positionen normalisiert, um diese 
Variation auszugleichen. Die Abbildung 3.17B+C zeigt, dass in Bündelscheiden am 
proximalen Pepc-Promotor eine lichtinduzierte Acetylierung sowohl für das Histon H4 als 
auch für H3K9 stattfindet (ca. 2-Fach). Die Induktion ist vergleichbar mit dem im 
belichteten Blatt und entspricht für H4Hyp den bisherigen Ergebnissen (Offermann et al., 
2006). Für die H3K9ac ist sie exakt auf den proximalen Promotor beschränkt 
(Abb. 3.17C). An der Grenze zum distalen Promotorbereich zeigt die H3K9ac dann einen 
scharfen Abfall auf das ermittelte Niveau in den 56hD Bündelscheiden. Der gesamte 
distale Promotorbereich ist demnach an H3K9, sowohl in 56hD als auch in belichteten 
Bündelscheiden im Gegensatz zum belichteten Blatt unmodifiziert. Die durch Belichtung 
hervorgerufene Acetylierung von H4 am proximalen Promotor erstreckt sich über diesen 
hinaus in den distalen Promotor hinein (bis ca. 1000 bp stromaufwärts vom TIS). 
Dann zeigt sich in belichteten Bündelscheiden ebenfalls eine Abnahme bis auf das Niveau 
von den 56hD Bündelscheidenzellen (Abb. 3.17B). Daraus kann geschlossen werden, dass 
am proximalen C4-Pepc-Promotor nach Belichtung die Acetylierung von H4 und H3K9 in 
Bündelscheiden auf ein ähnliches Niveau wie im Gesamtblatt ansteigt. Da das Gesamtblatt 
neben den Bündelscheiden auch aus Mesophyll besteht, bedeutete dies zugleich, dass die 
Histonacetylierung am proximalen Promotor in beiden Geweben auf einem vergleichbaren 
Niveau vorliegen muss. Dagegen liegt der distale Promotor in Bündelscheiden auch bei 
Belichtung im Gegensatz zum Mesophyll größtenteils unmodifiziert vor. 
Anders verhält sich dies für die H3K18 Acetylierung (Abb. 3.17D). Die Ergebnisse zeigen 
für den proximalen und für weite Bereiche des distalen Promotors eine H3K18ac in 56h 
verdunkelten, als auch belichteten Bündelscheiden auf dem Niveau des belichteten 
Gesamtblattes. Eine Abnahme gegenüber dem Gesamtblatt ist in den Bündelscheiden erst 
ca. 1500 bp stromaufwärts vom TIS zu erkennen. Dieser ist zudem weniger stark 
(ca. 2-Fach) als zuvor für die lichtinduzierbaren Modifikationen beschrieben.  
Aus diesen Ergebnissen lassen sich folgende Aussagen formulieren: (1) Die zuvor im 
Gesamtblatt als lichtinduziert identifizierten Modifikationen (H4Hyp und H3K9ac) werden 
in Bündelscheiden im proximalen Promotor ebenfalls induziert. (2) Der Mechanismus für 
die lichtinduzierte Histonacetylierung des distalen C4-Pepc-Promotors ist 
gewebespezifisch nur für das Mesophyll zu beobachten. (3) die invarianten Modifikationen 
sind in Mesophyll und Bündelscheiden etabliert.  
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3.2.2. Histonacetylierung am C4-Pepc-Gen nach α-Amanitin Behandlung 
In etiolierten Blättern, Koleoptilen und Wurzel wurden für das C4-Pepc-Gen niedrige 
Niveaus an Histonacetylierung im Vergleich zum Gesamtblatt beobachtet (Offermann, 
2008). Um festzustellen, ob dieses Ergebnis auf der Kontrolle endogener oder 
umweltbedingter Signale basiert oder eine indirekte Konsequenz der niedrigen 
Transkriptionsrate ist, wurden mit α-Amanitin behandelte Blätter untersucht (2.2.1.3.). 
Durch die α-Amanitin Behandlung ist die Transkription des C4-Pepc-Gens bis an die 
Detektionsgrenze der qPCR gesenkt (Daten nicht gezeigt). Die Ergebnisse dieses 
Versuches sind in Abb. 3.18 dargestellt. Der Acetylierungszustand am Histon H4 und H3 
wurde exemplarisch mit dem H4Hyp-Antikörper und dem H3K9ac-Antikörper untersucht. 
Neben den sechs bekannten Positionen (-1300, -200, 450, 1900, 4300, 5800, Abb. 3.3A) 
wurde eine weitere Position im distalen Promotor (-2400) des Pepc-Gens in die Analyse 
miteinbezogen. Sowohl die H4 Hyperacetylierung (Abb. 3.18B) als auch die H3K9ac 
(Abb. 3.18A) bleiben konstant über alle gemessenen Promotorpositionen in α-Amanitin 
behandelten Pflanzen bestehen. Dagegen sind beide Modifikationen in der transkribierten 
Region des C4-Pepc-Gens bei α-Amanitin Behandlung im Gegensatz zum unbehandelten 
Blatt mitunter deutlich erhöht. Damit zeigt in den α-Amanitin behandelten Pflanzen weder 
die Promotoracetylierung noch die Histonacetylierung im kodierenden Bereich einen 
Zusammenhang zum niedrigen Transkriptionszustand des Pepc-Gens, da ansonsten eine 
Erniedrigung erwartet worden wäre. Diese Ergebnisse sind für den distalen Promotor 
abweichend von früheren Daten. Diese zeigten, dass das C4-Pepc-Gen bei verringerter 
Transkrioptionsrate auch eine verminderte Histonacetylierung am distalen Promotor im 
Gegensatz zur induzierten Situation aufwies. 
 
 
Abbildung 3.18: Histonacetylierung am C4-Pepc-Gen nach α-Amanitin Behandlung  
Vergleich der Hyperacetylierung von Histon H4 (H4Hyp) sowie der Acetylierung von Lysin 9 des Histons 3 (H3K9ac) in 
belichteten (grüne Säulen) und belichteten Pflanzen, die nach 3 Stunden Belichtung für 8 Stunden mit 10 µM α-Amanitin 
behandelt wurden (weiße Säulen) für das C4-Pepc-Gen. Die Zahlenwerte geben die Menge an präzipitiertem Chromatin 
im Verhältnis zur Ausgangsmenge an Chromatin vor der Präzipitation an (% des Input). Alle Datenpunkte basieren auf 
mindestens vier unabhängigen Experimenten. Vertikale Linien repräsentieren den Standardfehler. 
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Die im zweiten Ergebnisteil dieser Arbeit vorgestellten Daten bringen somit die wichtige 
Erkenntnis, dass alle bisher am C4-Pepc-Promotor beobachteten Änderungen der 
Histonacetylierung nicht die Folge des Transkriptionsniveaus sind. Zudem konnte anhand 
der Untersuchung der getrennten Gewebe im Blatt ermittelt werden, dass die Integration 
des Lichtsignals am distalen Promotor, ausschließlich gewebespezifisch im Mesophyll, zur 
Histonacetylierung führt. 
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3.3. Analyse allelspezifischer epigenetischer Regulationsmechanismen 
am C4-Pepc-Gen 
Untersuchungen hatten für das C4-Pepc-Gen eine H3K9me2 im 5´-Bereich der 
transkribierten Region (Position +450, Abb. 3.3A) ergeben. Da diese Modifikation sowohl 
in etiolierten als auch belichteten Mesophyll- und Bündelscheidenzellen (Danker, 2007) 
und zudem in Koleoptilen und Wurzeln vorkommt (Abb. 3.3G), ist es unwahrscheinlich, 
dass diese einen Einfluss auf die gewebespezifische oder lichtinduzierte Transkription des 
C4-Pepc-Gens hat. Zudem liegt die Position +450 in einer putativen CpG-Insel (-160 bp 
bis +800 bp; Langdale et al., 1991). Deshalb wurde mittels methylierungssensitiver 
Enzyme ermittelt, dass in diesem Bereich in etiolierten und belichteten Mesophyll- und 
Bündelscheidenzellen auch DNA-Methylierung vorliegt (Danker, 2007). Im Weiteren 
sollte daher die Rolle dieser Modifikationen bei der Regulation des C4-Pepc-Gens 
untersucht werden. 
 
3.3.1. DNA-Methylierung und H3K9me2 korrelieren am C4-Pepc-Gen 
Um auf einen Zusammenhang zwischen der H3K9me2 und der DNA-Methylierung am 
C4-Pepc-Gen schließen zu können, wurde der genaue Bereich, in dem diese 
Modifikationen vorkommen, bestimmt. Dafür erfolgte die Messung zusätzlich etablierter 
Systeme (Offermann, 2008). Die Abbildung 3.19 zeigt das Ergebnis der ChIP-Analysen 
mit dem Antikörper gegen H3K9me2 aus etiolierten und belichteten Blättern im Vergleich 
zur Wurzel. Es wurden neben den üblichen Systemen weitere qPCR-Systeme, die 
downstream vom TIS lokalisiert sind (Position: +10, +100, +230, +1000), in die Analyse 
einbezogen. Der Abbildung ist zu entnehmen, dass ausgehend vom Transkriptionsstart bis 
ca. 1000 bp stromabwärts H3K9 auf dem C4-Pepc-Gen dimethyliert vorliegt. Zudem war 
kein Unterschied in der H3K9 Dimethylierung zwischen den Gesamtblattdaten und der 
Wurzel detektierbar. Auffällig ist der übergangslose Anstieg der H3K9 Dimethylierung 
direkt hinter dem Transkriptionsstart. Dagegen ist eine gleichmäßige Abnahme zur 
kodierenden Region ersichtlich. 
Da keine weiteren Schnittstellen für methylierungssensitive Enzyme in der Umgebung der 
Position +450 vorliegen, fand die Bestimmung der DNA-Methylierung mit Hilfe der sog. 
MeDIP (Weber et al., 2005; Mohn et al., 2009) statt. Bei dieser Methode werden nach der 
DNA-Extraktion (2.2.3.3.) mit einem Antikörper, der spezifisch 5´-methyliertes Cytosin 
erkennt (2.1.6.), Präzipitationen durchgeführt (2.2.6.2.). Anschließend kann dann mittels 
qPCR (2.2.5.3.) bestimmt werden, welche Bereiche des C4-Pepc-Gens DNA-Methylierung 
aufweisen. Die MeDIP-Ergebnisse zeigten ein zu der H3K9me2 identisches Bild 
(Daten nicht gezeigt). 
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Abbildung 3.19: Detaillierte Analyse der H3K9me2 im 5´-Bereich des C4-Pepc-Gens 
Dargestellt ist die Dimethylierung von Lysin 9 des Histons H3 (H3K9me2) am C4-Pepc-Gen für belichtetes (grüne 
Säulen) und etioliertes Blatt (weiße Säulen) sowie der Wurzel (schwarze Säulen). Oberhalb der Abbildung der 
Ergebnisse ist schematisch ein Ausschnitt des C4-Pepc-Gens dargestellt. Anhand der Ausdehnung der eingezeichneten 
CpG-Insel (Langdale et al., 1991; weißes Rechteck) kann entnommen werden, welche der gemessenen Positionen in der 
CpG-Insel lokalisiert sind. Neben den Positionen im distalen (-1300) und proximalen Promotor (-200, 10) wurden weitere 
Positionen in der 5´-Region (+100, +230, +450, +1000 und damit in der CpG-Insel lokalisierte Systeme) sowie eine 
Position in der Mitte (1900 bp), dem Ende (4300 bp) der transkribierten Region sowie eines intergenen Bereichs (5900 
bp) analysiert. Der grau schattierte Bereich kennzeichnet den Promotorbereich des C4-Pepc-Gens. TSS = 
Transkriptionsstart. polyA = Polyadenylierungsstelle. Zahlenwerte geben die Menge an Präzipitat im Verhältnis zur 
Chromatinausgangsmenge nach Standardisierung auf die Menge an Präzipitat im Bereich des Retrotransposons Copia an. 
In Kapitel 3.1.2. erfolgte bereits die Erläuterung für die Normalisierung der Messwerte der H3K9me2 am C4-Pepc-Gen 
auf einen Bereich des Copia-Retrotransposons. Alle Experimente basieren auf mindestens drei unabhängigen Replikaten. 
Vertikale Linien repräsentieren den Standardfehler.  
 
Damit korrelieren diese beiden epigenetischen Marker in ihrem Vorkommen auf dem 
Pepc-Gen und beschränken sich auf die von Langdale et al. (1991) vorausgesagte CpG-
Insel. Mittels der präzisen Bestimmung des dimethylierten H3K9- bzw. methylierten 
DNA-Bereichs wird ein weiterer Zusammenhang offensichtlich. Genau in der Region, in 
dem diese beiden Modifikationen detektierbar sind, fallen die anderen Modifikationen auf 
ihr niedrigstes Niveau. Dazu zählen sowohl die bisher untersuchten Histonacetylierungen 
(Offermann, 2008), sowie die in der vorliegenden Arbeit untersuchten 
Histonmethylierungen (Daten nicht gezeigt). 
x-
fa
ch
 C
op
ia
H3K9me2
belichtetes Blatt
-1300 -200 10 100 230 450 1000 1900 4300 5900
0
1
2
etioliertes Blatt Wurzel
TSS
CpG-Insel
Promotor transkribierte Region
polyA
C4-Pepc-Gen
CpG-Insel
                                                                                                                                                       ERGEBNISSE 
85 
3.3.2. Allelspezifische Transkription und Histonmodifikationen des C4-Pepc-
Gens 
Die in dieser Arbeit verwendete Maissorte Montello ist eine Hybridzuchtlinie der Firma 
Syngenta (2.2.1.2.). Im Gegensatz zu häufig in Studien verwendeten Maisorten, wie B73 
oder A188, ist dies keine homozygote Inzuchtlinie, sondern aus der Kreuzung zweier 
unterschiedlicher homozygoter Elterlinien (FSIX und FPWW) hervorgegangen. 
Der Vorteil von Hybridlinien liegt darin, dass diese nicht selten einen als Heterosis 
bezeichneten Effekt zeigen. Darunter versteht man beispielsweise ein schnelleres 
Wachstum oder die Bildung größerer Maiskolben die Hybride gegenüber ihren Eltern 
aufweisen. Studien an Hybridlinien zeigten zudem einen 30 prozentigen Anteil an Genen, 
deren jeweilige Allele einen mindestens zweifachen Unterschied in der Expression 
aufwiesen, wobei das Spektrum bis zu monoallelischer Expression reichte (Springer et al., 
2007). Auf dem C4-Pepc-Gen liegen H3K9me2 und DNA-Methylierung unabhängig vom 
Gewebe und der Transkriptionsstärke vor. Deshalb war eine Überlegung, ob die 
Modifikationen auf nur einem Allel präsent sind und dies zu einer differentiellen 
Expression der Allele führt. Um dies zu überprüfen, wurden zunächst die beiden 
Allelsequenzen des C4-Pepc-Gens in Montello ermittelt. Insbesondere die proximale 
Promotorregion, sowie die kodierende 5´-Region des C4-Pepc-Gens waren aufgrund der 
vorhergehenden Daten (Abb. 3.19) interessant für die Analyse allelspezifischer 
Histonmodifikationen. Demnach erfolgte die Primerwahl danach, einen Bereich von 
ca. -700 bp stromaufwärts bis ca. +1800 bp stromabwärts des Transkriptionsstarts in der 
PCR (2.2.5.1.) zu amplifizieren. Diese wurde sowohl mit extrahierter DNA aus Montello 
als auch dessen Eltern FSIX und FPWW durchgeführt (2.2.3.2.). Anschließend erfolgte die 
Klonierung (2.2.4.2.) des ca. 2500 bp großen Produktes für nachfolgende Sequenzierungen 
(2.2.4.3.). Die Ergebnisse der Sequenzierungen bestätigten die Erwartung, dass die 
Hybridlinie Montello zwei C4-Pepc-Allele unterschiedlicher Sequenz besitzt. Diese 
variieren in der betrachteten Region zumeist durch einzelne Basensubstitutionen, wobei 
zudem das Allel aus dem Elter FPWW im Intron zwischen Exon 3 und 4 eine Duplikation 
eines repetitiven Bereichs von 146 bp Länge enthält (Anhang Abb. 7.5). Anhand der 
Sequenzierungsdaten erfolgte die Etablierung allelspezifischer Primersysteme für qPCR-
Messungen. Die Lokalisation der Primer wurde so gewählt, dass diese nur das jeweilige 
Allel der C4-Isoform, jedoch nicht die ähnliche C3-Isoform binden (Schaeffner et al., 
1992). Weiterhin sollten diese Systeme auch in hnRNA-Messungen einsetzbar sein und 
dementsprechend nicht mit der mRNA hybridisieren. Deshalb wurden Primer gewählt, die 
Intron-Exon-Grenzen überspannen (2.2.5.4.). Zunächst wurde die Promotoraktivität der 
beiden C4-Pepc-Allele mit diesen allelspezifischen qPCR-Systemen in der Hybridlinie 
Montello und dessen Eltern ermittelt (Abb. 3.20A+B).  
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Die hnRNA zum FPWW-Allel wurde erwartungsgemäß nur in diesem Elter detektiert, 
ebenso war die hnRNA des FSIX-Allels nur im FSIX-Elter messbar. Die jeweiligen Allele 
werden im homozygoten Elter deutlich stärker exprimiert als in der Hybridlinie Montello 
(ca. 3-fach; Abb. 3.20A+B). Damit ergeben die Transkriptionsmessungen für das FPWW-
Allel als auch das FSIX-Allel des C4-Pepc-Gens ein sehr ähnliches Bild. 
 
 
Abbildung 3.20: Allelspezifische Transkription des C4-Pepc-Gens 
(A-B) Bestimmung der allelspezifischen hnRNA-Akkumulation des C4-Pepc-Gens. Dies erfolgte mittels zweier qPCR-
Systemen. Eines spezifisch für die Allelsequenz des FPWW-Elter (FPWW-Allel) sowie eines spezifisch für die 
Allelsequenz des FSIX-Elter (FSIX-Allel). Mit diesen PCR-Systemen (2.2.5.4.) wurde die Transkriptionsakkumulation in 
den Parentalgenerationen (FSIX, weiße Säulen und FPWW, graue Säulen) sowie im Hybridmais Montello (Mont., 
schwarze Säulen) gemessen. Zahlenwerte geben die gemessene Transkriptakkumulation im Verhältnis zur ermittelten 
Menge im Hybridmais Montello an (x-fach Montello). (C) Bestimmung der hnRNA-Akkumulation beider Allele des 
C4-Pepc-Gens zueinander. Dies erfolgte mittels qPCR-Systemen spezifisch für die Allelsequenz des FSIX-Elter 
(FSIX Allel, weiße Säulen) und einem System für die Allelsequenz des FPWW-Elter (FPWW-Allel, graue Säulen). Dies 
wurde sowohl für den Hybridmais Montello (Mont.) als auch für die beiden Eltern (Eltern 1:1) ermittelt. Dazu wurden 
die cDNAs beider Eltern im Verhältnis 1:1 gemischt und mit den allelspezifischen Systemen gemessen. Zahlenwerte 
geben die gemessene Transkriptakkumulation des jeweiligen qPCR-Systems im Verhältnis zur Menge an gemessenem 
Transkript des FSIX- Allels (x-fach FSIX Allel) an. Es erfolgte keine Standardisierung auf Actin, da gleiche Mengen an 
RNA in die cDNA-Synthese eingesetzt wurden (2.2.4.1.). Datenpunkte basieren auf mindestens drei unabhängigen 
Experimenten. Vertikale Linien repräsentieren den Standardfehler.  
 
Abbildung 3.20C zeigt die Promotoraktivität der Allele des C4-Pepc-Gens im Vergleich 
zueinander. In der Hybridlinie Montello wurde eine ca. zehn Mal höhere hnRNA-
Akkumulation des Allels des korrespondierenden FPWW-Elter im Vergleich zum 
entsprechenden Allel des FSIX-Elter detektiert. Das Allel des FPWW-Elter ist demnach 
deutlich stärker induziert als das Allel des FSIX-Elter. Um zu ermitteln, ob das C4-Pepc-
Gen auch unterschiedlich stark in den jeweiligen Eltern transkribiert wird, wurden die 
cDNAs beider Eltern im Verhältnis 1:1 gemischt und mit den allelspezifischen Systemen 
gemessen. Dabei zeigte sich, dass das Pepc-Gen im FPWW-Elter ebenfalls ca. 10 Mal 
stärker als das Pepc-Gen im FSIX-Elter transkribiert wird. Es wurde dabei sichergestellt, 
dass dieser Unterschied nicht auf einer differentiellen Amplifikationseffizienz der PCR-
Systeme beruht (Daten nicht gezeigt, 2.2.5.4.). 
Dass trotzdem beide Allele gleichermaßen lichtinduziert und gewebespzifisch in der 
Hybridlinie Montello reguliert sind, wurde durch Messung der hnRNA aus 56 Stunden 
verdunkeltem (56hD) und belichtetem Gesamtblatt sowie der Wurzel überprüft 
(Abb. 3.21). In der Wurzel war erwartungsgemäß mit keinem der allelspezifischen 
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Systeme C4-Pepc-Transkript detektierbar. In 56hD Pflanzen war der gewohnte Abfall der 
Promotoraktivität auf ca. 10-20% des belichteten induzierten Zustandes für beide Allele 
des C4-Pepc-Gens zu beobachten. Damit konnte für beide Allele die drei 
Aktivitätszustände basal, induziert und inaktiv verifiziert werden. 
 
 
Abbildung 3.21: Allelspezifische Transkription des C4-Pepc-Gens im Blatt und der Wurzel  
Dargestellt ist die hnRNA-Akkumulation der Allele des C4-Pepc-Gens im Hybridmais Montello in belichtetem (bel. 
Blatt) und belichteten für 56 Stunden verdunkeltem Blatt (56hD Blatt) im Vergleich zur Wurzel. Dies erfolgte mittels 
zweier qPCR-Systemen (2.2.5.4.). Eines spezifisch für die Allelsequenz des FPWW-Elter (FPWW-Allel) sowie eines 
spezifisch für die Allelsequenz des FSIX-Elter (FSIX-Allel). Zahlenwerte geben die gemessene Transkriptakkumulation 
im Verhältnis zur ermittelten Menge im belichteten Blatt an (x-fach bel. Blatt). Alle Datenpunkte basieren auf mindestens 
drei unabhängigen Replikaten. Vertikale Linien repräsentieren den Standardfehler. 
 
Die Daten zeigen somit, dass eines der Allele des C4-Pepc-Gens (aus dem FSIX-Eltern) im 
Hybrid Montello deutlich geringer transkribiert wird und dieses verringerte Niveau auch 
schon im Elter beobachtbar ist. Um zu überprüfen, inwiefern dies im Zusammenhang mit 
der H3K9 Dimethylierung am Pepc-Gen steht, wurden die Parentalgenerationen FSIX und 
FPWW auf mögliche H3K9 Dimethylierung am C4-Pepc-Gen untersucht. Die Ergebnisse 
dieses Versuchs sind in Abbildung 3.22 dargestellt. Neben den allelspezifischen qPCR-
Systemen für die FPWW- (FPWW Allel) bzw. die FSIX-Elternlinie (FSIX Allel), wurde 
zudem das 450 bp stromabwärts (+450) vom Transkriptionsstart lokalisierte Primersystem, 
welches beide Allele detektiert, mitbestimmt. 
Die Abbildung 3.22 zeigt, dass die im Hybridmais Montello identifizierte H3K9 
Dimethylierung an Position +450 auf vergleichbarem Niveau auch in den beiden Eltern 
vorhanden ist. Mit dem angrenzenden qPCR-System, spezifisch für die Allelsequenz des 
FPWW-Elter, konnte hingegen in keinem der H3K9me2-Präzipitate Sequenzbereiche des 
C4-Pepc-Gens amplifiziert werden. Dies entsprach aufgrund der zuvor ermittelten 
Ergebnisse mittels des qPCR-Systems an Position +450 nicht den Erwartungen. Dagegen 
konnte mit dem ebenfalls angrenzenden qPCR-System, welches spezifisch für die 
Allelsequenz des korrenspondierenden FSIX-Elter sein sollte, in den Präzipitaten aller 
Maislinien Signale detektiert werden. Insbesondere die Amplifikation eines Pepc-
Genbereichs mit homologer Sequenz zum FSIX-Allel war für das H3K9me2-Präzipitat des 
FPWW-Elter unerwartet. 
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Abbildung 3.22: Allelspezifische Histonmethylierung am C4-Pepc-Gen 
Dargestellt sind die Ergebnisse der ChIP-Anayse (2.2.6.1.) bei der die Dimethylierung von Lysin 9 des Histon H3 am C4-
Pepc-Gen in den homozygoten Elternlinien FSIX (weiße Säulen) und FPWW (graue Säulen) sowie die aus der Kreuzung 
diese Linien entsprungenen Hybridlinie Montello (schwarze Säulen) bestimmt wurde. Für die Analyse der ChIP-
Präzipitate wurde in der qPCR (2.2.5.3.) ein Primerpaar (+450) verwendet, welches an die Allelsequenz beider 
Elternlinien des C4-Pepc-Gens bindet und 450 bp stromabwärts vom Transkriptionsstart lokalisiert ist (2.1.8.). Zudem 
wurden zwei zum System 450 benachbarte jedoch allelspezifische Systeme gemessen (2.2.5.4.). Eines spezifisch für die 
Allelsequenz des korrespondierenden Elter FPWW (FPWW-Allel) sowie eines spezifisch für die Allelsequenz des Elter 
FSIX (FSIX Allel). Zahlenwerte geben die Menge an Präzipitat im Verhältnis zur Chromatinausgangsmenge an (% des 
Input). Alle Datenpunkte basieren auf mindestens drei unabhängigen Experimenten. Vertikale Linien repräsentieren den 
Standardfehler.  
 
Es ergibt sich somit eine Diskrepanz zwischen den Resultaten auf Ebene der hnRNA und 
der genomischen Sequenz. Während die Systeme FSIX und FPWW auf hnRNA-Ebene 
spezifisch nur Transkripte aus dem jeweiligen Elter detektieren (Abb. 3.20), scheint auf 
genomischer Ebene im Elter FPWW eine Sequenz vorzuliegen, die mit dem FSIX-System 
detektierbar ist (Abb. 3.22). Es könnte sich dabei um einen nicht transkribierten 
Sequenzbereich wie etwa ein Pseudogen handeln. Die Abbildung 3.23 verdeutlicht 
schematisch den beschriebenen Sachverhalt. Das Pseudogen wurde in den vorhergehenden 
Sequenzierungen eventuell nicht detektiert, da hier lange PCR-Produkte verwendet 
wurden, die neben dem Beginn der kodierenden Sequenz auch Promotorbereiche 
enthielten. Falls dem Pseudogen dieser Promotorbereich fehlt, würde es in der 
Sequenzierung nicht auftauchen. Tatsächlich ergaben Sequenzanalysen von PCR-
Produkten aus DNA des FSIX-Elters, welches den Bereich des Systems FSIX enthielt, 
zwei leicht unterschiedliche Sequenzen: Das zuvor detektierte C4-Pepc-Allel dieses Elter 
und eine weitere Sequenz, die bis auf wenige Basen dem C4-Pepc-Allel aus dem FSIX-
Elter ähnelt (Daten nicht gezeigt). Anhand der Sequenz ist offensichtlich, dass diese durch 
das FSIX-System und deshalb auch im FPWW-Elter detektiert wurde. Vorläufig wurde 
diese Sequenz mit Pseudo-C4-Pepc benannt. 
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Abbildung 3.23: Vorkommen von C4-Pepc-Gensequenzen im Genom der untersuchten Maislinien 
Schematische Darstellung, welche zum C4-Pepc-Gens homologen Allelsequenzen im Genom der jeweils untersuchten 
homozygoten Eltern FSIX und FPWW sowie dem aus der Kreuzung dieser Linien entsprungenen Hybridlinie Montello 
vorkommen. Ein aktiv transkribiertes Allel mit homologer C4-Pepc-Sequenz der korrespondierenden FSIX-Elternlinie ist 
durch ein weißes Rechteck mit Pfeil, ein aktiv transkribiertes Allel mit homologer C4-Pepc-Sequenz des 
korrespondierenden FPWW-Elter ist dagegen durch ein graues Rechteck mit Pfeil dargestellt. Ein putatives Pseudo-C4-
Pepc-Gen (ψ Gen) mit homologer Sequenz zum Allel des FSIX-Elter ist ebenfalls durch ein weißes Rechteck allerdings 
ohne Pfeil abgebildet. Da die Eltern des Hybrids Montello beide homozygot sind, enthält ihr Genom jeweils zwei 
identische Allele des C4-Pepc-Gens, die sich zwischen den beiden Linien in ihrer Sequenz jedoch unterscheiden. 
Vermutlich kommen in beiden Linien Pseudo-C4-Pepc-Gene mit homologer Sequenz zum Allel des FSIX-Elter vor. Das 
Genom der Hybridlinie Montello besitzt je einen Chromosomensatz jedes Elter. Demnach sind auch zwei 
unterschiedliche Allelsequenzen des C4-Pepc-Gens im Genom vorhanden und es enthält zudem auf jedem 
Chromosomensatz Pseudo-C4-Pepc-Gene mit homologer Sequenz zum Allel des FSIX-Elter.  
 
Mittels der verschiedenen qPCR-Systeme werden somit unterschiedliche, teils 
gegensätzliche Ergebnisse für die Histonmodifikationen am C4-Pepc-Gen ermittelt. Diese 
lassen folgende Vermutungen zu: (1) Das C4-Pepc-Gen in dem FPWW-Elter enthält keine 
H3K9 Dimethylierung. (2) Im Genom des FPWW-Elter liegt ein weiterer dem C4-Pepc-
Gen homologer Sequenzbereich vor. Vermutlich ist dies ein Pseudogen welches H3K9 
dimethyliert ist. (3) Die H3K9 Dimethylierung, die sowohl im Montello als auch für den 
FSIX-Elter am Pepc-Gen (mittels des PCR-Systems +450 bzw. dem spezifisch für die 
FSIX-Allelsequenz) detektiert wird, könnte durch das putative Pseudogen begründet sein. 
 
3.3.3. Die inaktive C4-Pepc Pseudogenkopie ist H3K9 dimethyliert 
Um die aufgestellte Vermutung des vorhergehenden Kapitels zu verifizieren, wurden die 
Präzipitate der Antiköper spezifisch für H3K9me2 und H3K9ac aus der ChIP-Analyse des 
FSIX-Elter eingehender untersucht. Sollte die o.g. Vermutung zutreffen, so müsste das 
H3K9me2-Präzipitat Sequenzbereiche des putativen Pseudo-C4-Pepc-Gens enthalten, nicht 
aber des C4-Pepc-Gens. Geht man zudem davon aus, dass nur aktive Genbereiche H3K9 
Acetylierung tragen, so müsste demgegenüber der H3K9ac-Antikörper ausschließlich 
Chromatin des C4-Pepc-Gens präzipitieren. Um sicherzustellen, dass das putative Pseudo-
C4-Pepc-Gen inaktiv ist, wurde zudem die in der cDNA (2.2.4.1.) des FSIX-Elter 
enthaltene hnRNA von C4-Pepc analysiert. Dies erfolgte mittels PCRs (2.2.5.1.), in denen 
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als Matrize das jeweilige Präzipitat bzw. cDNA der FSIX-Elternlinie eingesetzt wurde. 
Nach der Klonierung (2.2.4.2.) der Produkte jeder PCR erfolgte die Sequenzierung 
(2.2.4.3.) der Klone. Die Ergebnisse der Sequenzierungen sind in der Tabelle 3.2 
zusammengefasst. 
 
Tabelle 3.2: Transkriptionsstatus und Histonmodifikation des Pseudo-C4-Pepc-Gens in der FSIX-Elternlinie 
 
Untersuchte 
Probe 
Positive 
Klone 
Verhältnis 
C4-Pepc-Gen: Pseudogen 
Zusammenfassung 
cDNA  16 16:0 C4-Pepc-Pseudogen ist inaktiv 
H3K9ac-
Präzipitat 
17 17:0 H3K9ac liegt nur am aktiven C4-Pepc-Gen 
vor 
H3K9me2-
Präzipitat 
19 0:19 Nur das C4-Pepc-Pseudogen ist H3K9me2 
 
Der Tabelle 3.2 ist zu entnehmen, dass sowohl die PCR-Produkte der cDNA-Amplifikation 
als auch die Produkte der PCR mit H3K9ac-Präzipitat alle eine gleiche Sequenz aufwiesen. 
Diese ist identisch zu der im Kapitel 3.3.2. ermittelten C4-Pepc-Gensequenz des FSIX-
Elter. Die subklonierten PCR-Produkte aus der Amplifikation des H3K9me2-Präzipitats 
wiesen dagegen alle die Pseudogensequenz auf. Mit diesem Versuch konnte somit 
sichergestellt werden, dass nur das zuvor identifizierte C4-Pepc-Gen transkribiert wird. 
Zudem liegt die H3K9 Acetylierung nur an dem transkribierten C4-Pepc-Gen vor. 
Letztendlich zeigen die Sequenzierungen der Klone mit Produkten aus der Amplifikation 
des H3K9me2-Präzipitats, dass eindeutig ein weiteres, offensichtlich inaktives Pseudo-C4-
Pepc-Gen im Genom vorkommt. Dieses ist H3K9 dimethyliert und unterscheidet sich im 
untersuchten Bereich in einigen Basensubstitutionen von dem aktiven C4-Pepc-Gen 
(Anhang Abb. 7.4.). Somit konnte die im vorangegangenen Kapitel aufgestellte Vermutung 
bestätigt werden. 
 
3.3.4. Das Maisgenom enthält multiple Kopien des Pseudo-C4-Pepc-Gens 
Die bisherigen Analysen haben gezeigt, dass im Elter FSIX und damit auch im Hybrid 
Montello neben dem aktiven C4-Pepc-Gen auch ein transkriptionell inaktives Pseudogen 
vorliegt. Dagegen konnten sie nicht zeigen, wie häufig dieses Pseudogen im Genom 
vorkommt. Um diese Anzahl zu ermitteln, wurde mit DNA (2.2.3.2.) der genannten 
Maislinien PCRs (2.2.5.1.) durchgeführt. Dabei wurden Primer verwendet, welche das 
FSIX-Allel sowie das Pseudogen binden, jedoch nicht das FPWW-Allel von C4-Pepc. Die 
Amplifikate dieser PCR-Reaktionen wurden dann erneut subkloniert (2.2.4.2.) und 
anschließend sequenziert (2.2.4.3.). Aus dem Verhältnis, der in den Klonen enthaltenen 
                                                                                                                                                       ERGEBNISSE 
91 
Amplifikate des C4-Pepc- und des Pseudo-C4-Pepc-Gens, kann die Anzahl der zusätzlich 
zum aktiven C4-Pepc-Gen vorkommenden Pseudogene geschätzt werden. Die Ergebnisse 
sind in Tabelle 3.3 zusammengefasst. 
 
Tabelle 3.3: Untersuchung zur Anzahl an Pseudo-C4-Pepc-Genen im Maisgenom 
 
 
Der Tabelle 3.3 ist zu entnehmen, dass von den analysierten Amplifikaten der PCR mit 
Montello-DNA als Matrize, sechs PCR-Produkte Übereinstimmung zur aktiv 
transkribierten C4-Pepc-Gensequenz aufwiesen. Dagegen enthielten 33 Klone PCR-
Produkte dessen Sequenz zum Pseudogen homolog war. Daraus ergibt sich ein Verhältnis 
von 1:5,5. Damit enthält das Genom des Hybridmais Montello ein FPWW-Allel, ein FSIX-
Allel und ca. sechs Kopien des Pseudo-C4-Pepc-Gens. Für das Genom der FSIX-
Elternlinie ergaben die Analysen weitere sieben Pseudogenkopien (Tabelle 3.3). 
Diese Daten zeigen damit, dass das Genom von Mais multiple Pseudogenkopien des 
C4-Pepc-Gens aufweist. 
 
3.3.5. Strukturanalyse des C4-Pepc-Pseudogens 
Um den Mechanismus zu verstehen, nach dem bestimmte Histonmodifikationen, wie 
beispielweise H3K9me2 auf inaktiven Genen etabliert werden, ist eine Strukturanalyse des 
Pseudo-C4-Pepc-Gens hilfreich. Es stellt sich die Frage, inwieweit es sich bei dem 
Pseudogen um ein theoretisch funktionsfähiges Gen handelt. Demnach bestünde die 
Möglichkeit, dass es durch die DNA-Methylierung bzw. H3K9 Dimethylierung reprimiert 
wird oder diese Modifikationen eher die Folge der deformierten Genstruktur sind. Aus den 
bisherigen Experimenten ist folgendes über die Pseudo-C4-Pepc-Genstruktur zu 
entnehmen: Aufgrund des H3K9me2- als auch des DNA-Methylierungsprofils (Abb. 3.19) 
erstreckt sich dieses Pseudogen mindestens bis 1000 bp stromabwärts des 
Transkriptionsstarts (TIS). Bei der Analyse der Allelsequenzen (3.3.2.) war es mit dem in 
der PCR eingesetzten forward Primer, der ca. 700 bp stromaufwärts des TIS im Promotor 
bindet, nicht möglich, das Pseudo-C4-Pepc-Gen zu amplifizieren. Um zu erfahren, ob das 
putative Pseudogen auch den Promotorbereich des C4-Pepc-Gens umfasst, wurden weitere 
PCR-Analysen (2.2.5.1.) durchgeführt.  
Untersuchte 
Probe 
Positive 
Klone 
Verhältnis 
C4-Pepc-Gen: Pseudogen 
Zusammenfassung 
DNA-
Extraktion aus 
Montello 
39 6:33 
(1:5,5) 
Zusätzlich zu den zwei aktiven Allelen 
kommen weitere 6 Pseudogenkopien in 
Montello vor  
DNA-
Extraktion der 
FSIX-
Elternlinie 
37 8:29 
(1:3,625) 
Zusätzlich zu den zwei aktiven Allelen 
kommen weitere 7 Pseudogenkopien im FSIX-
Eltern vor 
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Forward Primer, die in den Positionen -133 bp und -41 bp stromaufwärts sowie ein 
forward Primer der +57 bp stromabwärts (und somit auch in einem Bereich, den das 
Pseudogen bekanntlich umfasst) vom TIS binden, wurden mit einem reverse Primer der an 
der Position +493 bindet in diesen PCRs kombiniert (Abbildung 3.24). 
 
 
Abbildung 3.24: Verwendete Primerkombinationen für die Strukturanalyse des Pseudo-C4-Pepc-Gens  
Die Abbildung zeigt schematisch die Lokalisation der in den PCRs (2.2.5.1.) verwendeten Primerkombinationen für die 
Strukturanalyse des Pseudo-C4-Pepc-Gens. Sie enthält die schematische Übersicht des proximalen Promotors sowie des 
5´-Bereichs der kodierenden Region des C4-Pepc-Gens. Exonbereiche (E1, E2) sind duch schwarze Rechtecke, Introns 
dagegen durch Linien dargestellt. Der Promotorbereich ist grau markiert. Unterhalb der schematischen Übersicht des  
C4-Pepc-Gens ist die Lokalisation der in den PCR-Reaktionen verwendeten Primerkombinationen (Pfeile) dargestellt. Es 
wurden forward Primer die in den Positionen -131, - 41 sowie +57 relativ zum Transkriptionsstart (TSS) binden mit 
einem reverse Primer, der 493 bp stromabwärts vom TSS hybridisiert, in den PCRs kombiniert. Die erwartete Größe der 
Amplifikate ist ebenfalls angegeben.  
 
Als Matrize wurden ChIP-Präzipitate aus der Hybridlinie Montello mit Antikörpern gegen 
H3K9me2 und H3K9ac eingesetzt. Wie bereits im Kapitel 3.3.3. gezeigt, enthält das 
Präzipitat des H3K9ac-Antikörpers Fragmente der aktiven C4-Pepc-Allele und dient somit 
in diesem Versuch als PCR-Kontrolle. Das H3K9me2-Präzipitat enthält hingegen 
ausschließlich Genabschnitte des Pseudo-C4-Pepc-Gens (3.3.3.). Das Ergebnis der PCR-
Reaktionen nach Auftrennung in einem Agarosegel (2.2.3.8.) ist in Abb. 3.25 dargestellt. 
Oberhalb der geladenen Spuren des Gels sind die Primerbindestellen relativ zum TIS, 
sowie die erwartete Produktgröße der PCR angegeben. Abb. 3.25A zeigt die Ergebnisse 
der PCR, bei denen Präzipitat des H3K9ac-Antikörpers als Matrize eingesetzt wurde. Mit 
diesem Präzipitat konnte mit allen verwendeten Primerkombinationen eine Amplifikation 
von Genombereichen erfolgen (Spur 1-3). Anhand des 100 bp Generuler-Markers in  
Spur 4 ist ersichtlich, dass alle PCR-Produkte die erwartete Größe besitzen. Damit ist 
davon auszugehen, dass mit den verwendeten Primern spezifische Promotorbereiche des 
C4-Pepc-Gens amplifiziert wurden. Mit dem Primerpaar -133/+493 wurde aus diesem 
Präzipitat zudem ein etwa 200 bp großer Sequenzbereich amplifiziert, dessen Identität 
noch nicht weiter charakterisiert wurde. Anders ist das Ergebnis für die PCR-Analysen mit 
H3K9me2-Präzipitat als Matrize (Abb. 3.25B). Die PCRs mit den Primerkombinationen, 
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deren forward Primer weiter stromaufwärts im proximalen Promotor lokalisiert ist, waren 
negativ (Spur 1+2). Nur mit dem forward Primer, welcher in der kodierenden Region (+57) 
bindet, war eine Amplifikation in der PCR erfolgt (Spur 3). Dieses Produkt besitzt zudem 
die erwartete Produktgröße von ca. 400 bp. Zusammengefasst lässt sich hieraus ableiten, 
dass das transkribierte C4-Pepc- und das Pseudo-C4-Pepc-Gen im Bereich aufwärts der 
Position +57 deutlich divergieren. 
 
 
Abbildung 3.25.: Analyse der Struktur des Pseudogens mittels PCR  
(A) Dargestellt ist die EtBr-vermittelte Fluoreszenz von PCR-Produkt nach Auftrennung in einem 2%-igen (w/v) 
Agarosegel (2.2.3.8.) in 1x TAE-Puffer (2.1.7.). Vor dem Auftragen wurden die Proben mit 0,2 Volumen Ladepuffer 
versetzt (2.1.7.). In Spur 4 des Agarosegels wurde Marker (2.1.5.) vor der Auftrennung aufgetragen. Die Spuren 1-3 
enthalten Produkt der PCRs (2.2.5.1.) in die H3K9ac-Präzipitat als Matrize eingesetzt wurde. Oberhalb der Spuren sind 
die Produktgrößen, sowie die Bindestellen der verwendeten Primerkombinationen angegeben. M = 100 bp Generuler 
Marker. (B) Dargestellt ist die EtBr-vermittelte Fluoreszenz von PCR-Produkt nach Auftrennung in einem 2%-igen (w/v) 
Agarosegel in 1x TAE-Puffer. Vor dem Auftragen wurden die Proben mit 0,2 Volumen Ladepuffer versetzt. In Spur 4 
des Agarosegels wurde Marker vor der Auftrennung aufgetragen. In den Spuren 1-3 enthalten Produkt der PCRs in die 
H3K9me2-Präzipitat als Matrize eingesetzt wurde. Oberhalb der Spuren sind die Produktgrößen, sowie die Bindestellen 
der verwendeten Primerkombinationen angegeben. Marker = 100 bp Generuler Marker. 
 
Die in dem letzten Teil der vorliegenden Arbeit vorgestellten Versuche konnten keinen 
Zusammenhang zwischen dem allelspezifisch unterschiedlichen Transkriptionsniveau des 
C4-Pepc-Gens und dem Vorkommen der H3K9me2 bzw der DNA-Methylierung zu 
Beginn der kodierenden Region ermitteln. Es zeigte sich vielmehr, dass im Maisgenom 
multiple C4-Pepc-Pseudogenkopien vorkommen, auf welche die genannten Modifikationen 
beschränkt sind. Die bisherigen Daten der Strukturanalyse des Pseudogens lassen zudem 
eine deformierte C4-Pepc-Genstruktur vermuten, bei dem Bereiche des Promotors fehlen. 
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4. Diskussion 
Die Regulation der am C4-Zyklus beteiligten Gene wird durch eine Vielzahl interner und 
externer Stimuli beeinflusst. Deshalb sind sie besonders geeignet die Signalintegration auf 
Chromatinebene zu untersuchen. Dies erfolgte in vorangegangenen Studien im 
Wesentlichen anhand der Analyse des C4-spezifischen Pepc-Gens. Aus diesen wurde ein 
Modell entwickelt, welches die komplexe Interaktion von Histonmodifikationen im 
Zusammenhang mit der Promotoraktivität beschreibt. In der vorliegenden Arbeit konnte 
durch die ermittelten Erkenntnisse das Modell erweitert werden. Dabei lag der Fokus 
darauf, welchen Einfluss der Histonmethylierung und -acetylierung bei der 
gewebespezifischen Transkription des C4-Pepc-Gens zukommt. Für die 
Histonmethylierung wurde die Betrachtung auf weitere Gene des C4-Zyklus und der 
Photosynthese ausgeweitet. Im Folgenden werden die ermittelten Ergebnisse dieser 
Dissertation kritisch diskutiert und in Bezug zum aktuellen wissenschaftlichen 
Kenntnisstand gesetzt. 
 
4.1. Standardisierungsmöglichkeiten für die ChIP-Analyse unter-
schiedlicher Gewebe 
In der vorliegenden Arbeit wurde, basierend auf vorangegangenen Studien, der 
Fragestellung nachgegangen, inwieweit die unterschiedlichen Methylierungszustände von 
H3K4 im Zusammenhang mit der gewebespezifischen Expression des C4-Pepc- und des 
C4-Me-Gens stehen. Deshalb wurde der Histonmethylierungszustand beider Gene in 
verschiedenen Geweben der Maispflanze untersucht. Dabei kam es zum Vergleich von 
strukturell völlig unterschiedlichen Geweben, wie der Wurzel, der Koleoptile, sowie dem 
Gesamtblatt. In einer ersten Studie zum Methylierungszustand von Histonen am C4-Pepc-
Gen in Wurzeln und dem Gesamtblatt waren Probleme aufgetreten. Es konnte trotz 
aufwendiger Standardisierungsmethoden keine eindeutige Aussage über den 
Histonmethylierungszustand in der Wurzel, im Vergleich zum Gesamtblatt, erbracht 
werden (Danker, 2007). Als Grund waren technische Probleme identifiziert worden. 
Demnach stellte sich heraus, dass aufgrund der starken Schwankung der 
Chromatinausgangsmengen, Antikörper unterschiedlich hohe Präzipitationseffizienzen 
zeigten. Deshalb wurde in weiteren Versuchen mit Wurzeln, Koleoptilen 
(Offermann, 2008) und auch in dieser Arbeit sichergestellt, dass ähnliche 
Chromatinausgangsmengen für die ChIP eingesetzt wurden. Es stellte sich heraus, dass 
diese Anpassung unzureichend war und eine zusätzliche Standardisierung notwendig ist, 
um Wurzel und Koleoptilen mit Gesamtblattdaten in einer ChIP zu vergleichen. 
Offensichtlich hat die Qualität der Chromatinpräparation ebenfalls einen entscheidenen 
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Einfluss auf die ChIP-Effizienz von Antikörpern. Darauf deuten die ermittelten Daten des 
Referenzgens Actin-1, sowie des Retrotransposons Copia hin. Beide Gene werden in den 
o.g. Geweben etwa gleich stark transkribiert (Haring et al., 2007; Offermann, 2008), aber 
dennoch waren Unterschiede in den Präzipitationseffzienzen zu beobachten 
(Abb. 3.3M-Q). Die Signale in der Wurzel zeigten sich für alle Antikörper auf den 
Referenzgenen erniedrigt, während sie in der Koleoptile immer erhöht waren. Diese 
Tendenz war zudem auch auf weiteren Referenzgenen, wie dem Housekeeping-Gen 
Gapdh-1 detektierbar (Daten nicht gezeigt). 
Zum Ausgleich dieses Faktors wurde eine Standardisierung der C4-Pepc- und C4-Me-Daten 
auf Referenzgene gewählt (Abb. 3.3C-L). Die Gefahr jeder Standardisierung besteht 
jedoch darin, Ergebnisse zu verfälschen. Es kann schließlich nicht ausgeschlossen werden, 
dass die Unterschiede auf Referenzgenen zwischen verschiedenen Geweben real 
vorhanden sind.  
Gegen diese Einschätzung spricht allerdings, dass die verschiedenen Antikörper je nach 
Gewebe alle stets die gleiche Tendenz in der ChIP-Effizienz zeigten. Es ist eher 
unwahrscheinlich, dass trotz des gleichen Transkriptionsniveaus ein gewebespezifischer 
Einfluss diesen Effekt an gleich mehreren Referenzgenen verursacht. Deshalb ist die in 
dieser Arbeit durchgeführte Standardisierung der C4-Pepc- und C4-Me-Daten auf 
Referenzgene wohl notwendig und auch sinnvoll, um die Histonmethylierung in den o.g. 
Geweben zu vergleichen. 
Es stellte sich jedoch bei Untersuchungen an undifferenziertem Gewebe in Form von 
Maiskalli heraus, dass eine Standardisierung auf Referenzgene nicht ausreichend ist um die 
Histonmethylierungsdaten mit denen aus dem Gesamtblatt zu vergleichen. Beispielsweise 
wurde für das Actin-1-Gen im Kallus, trotz deutlich höherer Transkription (Abb. 3.9C), in 
einem Replikate geringere, in einem weiteren Replikat gleiche H3K4 Trimethylierung und 
H4 Hyperacetylierung im Vergleich zum Gesamtblatt ermittelt, obwohl die Kalli unter 
gleichen Bedingungen fixiert wurden (Daten nicht gezeigt). Diese Ergebnisse waren 
unerwartet. Eine höhere H3K4 Trimethylierung und H4 Hyperacetylierung war in beiden 
Replikaten zu erwarten, denn eine erhöhte H3K4 Trimethylierung und Hyperacetylierung 
korreliert mit einer gesteigerten Transkription (Sung et al., 2004; Offermann et al., 2006). 
Die Standardisierung auf das Housekeeping-Gen Gapdh-1, welches in Kallus und im 
Gesamtblatt gleich stark exprimiert wird (Abb. 3.9D), konnte diese Unterschiede in der 
Präzipitationseffizienz am Actin-1-Gen nicht ausgleichen, obwohl dieses Verfahren für 
Wurzel und Koleoptile erfolgreich war (Daten nicht gezeigt). Vor diesem Hintergrund 
wurde vermutet, dass die Vernetzungseffizienz in den Chromatinproben aus Kalli 
unterschiedlich und zudem geringer als die aus Blättern war. Diese Ansicht teilen andere 
Arbeitsgruppen, welche die Vernetzungseffizienz als kritischen Punkt für den Vergleich 
von Proben mittels ChIP-Analysen ansehen (Das et al., 2004). Deshalb wurde die 
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FAIRE-Methode zur Bestimmung der Vernetzungseffizienz in Maiskalli bei verschiedenen 
Formaldehyd-Konzentrationen verwendet. Beim Vergleich zwischen Vernetzungseffizienz 
und Präzipitationseffizienz konnte dadurch ein linearer Zusammenhang in Maiskalli 
ermittelt werden (Anhang Abb. 7.2+7.3). Dies resultiert teilweise in extrem 
unterschiedlichen Präzipitationseffizienzen, wie beispielsweise in der Abbildung 3.11A am 
Actin-1 Gen für den H3K4me3-Antikörper ersichtlich ist. Kleinere Veränderungen des 
Vernetzungsgrades haben demnach im Kallus einen sehr großen Einfluss auf die 
Präzipitationseffizienz. Dieser Zusammenhang war zudem antikörper- und 
positionsspezifisch (Abb. 3.11A-D), weshalb in dieser Arbeit beim Vergleich von 
Chromatin aus Kallus und Gesamtblatt auf die Vernetzungseffizienz standardisiert wurde. 
Um sicherzustellen, dass diese Standardisierung zu konsistenten Ergebnissen im Kallus 
verglichen zum Gesamtblatt führt, wurden erneut die Referenzgene Gapdh-1, Actin-1 und 
das Retrotransposon Copia analysiert (Abb. 3.13). Die ermittelten Daten zeigten, dass die 
ChIP-Effizienzen der Modifikationen H4Hyp und H3K4me3, deren Vorkommen, wie 
bereits erläutert mit dem Transkriptionsniveau korreliert (Sung et al., 2004; Offermann  
et al., 2006), sich an diesen Genen mit dem jeweiligen Transkriptionsmuster im Maiskallus 
bzw. Gesamtblatt decken. Diese Ergebnisse entsprachen damit, im Gegensatz zu den 
Ergebnissen der vorangegangenen Versuche, den Erwartungen. Damit dokumentieren die 
ChIP-Ergebnisse an den Referenzgenen, entsprechend ihrer Transkription in Kallus und 
Gesamtblatt, ein konsistentes Bild. Bei der Analyse von Kalli liegt offensichtlich das 
Problem im Wesentlichen in der großen Varianz der Daten, die durch die Empfindlichkeit 
für Unterschiede in der Vernetzungseffizienz begründet liegt. Bei der Präparation aus 
Wurzel und Koleoptile scheint dagegen eine generelle Tendenz für ein erhöhtes oder 
erniedrigtes Signal in der Chromatinqualität zu liegen. Insgesamt können die diskutierten 
Daten als starkes Indiz gewertet werden, dass die Qualität der Chromatinpräparation 
zwischen Kallus und Gesamtblatt vergleichbar ist. Infolge dessen ist davon auszugehen, 
dass für einen Vergleich der Histonmethylierung am C4-Pepc- und C4-Me-Gen zwischen 
Kalli und Gesamtblatt keine weitere Standardisierung auf Referenzgene notwendig ist. 
In dieser Arbeit wurde damit gezeigt, dass mit Hilfe von verschiedenen 
Standardisierungsmethoden der Vergleich unterschiedlicher Gewebe möglich ist, dies aber 
in jedem Fall die intensive Betrachtung von Referenzgenen voraussetzt.  
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4.2. Analyse der Histonmethylierung am C4-Pepc- und C4-Me-Gen 
Eine vorangegangene Studie hatte ergeben, dass in den Geweben des Blattes unabhängig 
von Belichtung die Histone am C4-Pepc-Gen differentielle H3K4 Methylierung aufweisen. 
Auch für eine Position im Promotor des C4-Me-Gens war dies bestätigt worden. Auf Basis 
dieser Ergebnisse waren Vermutungen für ein Modell aufgestellt worden, welches den 
verschiedenen Methylierungszuständen von H3K4 eine zentrale Bedeutung für die 
gewebespezifische Expression des C4-Pepc- und des C4-Me-Gens zuschreibt. Demnach ist 
die H3K4 Trimethylierung die Voraussetzung für die auf das Blatt beschränkte 
Transkription in den Mesophyll- bzw. Bündelscheidenzellen. Die H3K4 Mono- und 
Dimethylierung korreliert dagegen mit dem inaktiven Zustand der Gene (Danker, 2007).  
 
Das Ziel der Experimente dieser Arbeit bestand zunächst darin, die im Wesentlichen am 
C4-Pepc-Gen abgeleiteten Aussagen auch für das C4-Me-Gen zu verifizieren. Deshalb 
wurde die Histonmethylierung des C4-Me-Gens an vergleichbaren Positionen zum C4-
Pepc-Gen gemessen um dadurch müheloser Gemeinsamkeiten bzw. Unterschiede 
zwischen den Histonmethylierungen der Gene ermitteln zu können (Abb. 3.3A+B). Durch 
diese Analyse konnte in den getrennten Geweben des Blattes, nicht nur für den proximalen 
Promotor, sondern auch über alle gemessenen Positionen der kodierenden Region, höhere 
H3K4 Trimethylierung in den Bündelscheiden ermittelt werden (Abb. 3.4B). In den 
Mesophyllzellen war hingegen an den gleichen Positionen erhöhte H3K4 Mono- bzw. 
Dimethylierung detektierbar (Abb. 3.4E+H). Damit wurde erfolgreich bestätigt, dass am 
C4-Me-Gen eindeutig ein reziprokes Methylierungsmuster zum C4-Pepc-Gen 
(Abb. 3.4A,D,G) in den Blattgeweben vorliegt. Die erläuterten Daten beruhen dabei auf 
Ergebnissen von Geweben, die für die ChIP-Analyse zuvor getrennt wurden. Insbesondere 
das Protokoll zur Mesophyll-Isolierung sieht dabei vor der Formaldeyhdfixierung einen 
partiellen enzymatischen Abbau des Blattes vor (2.2.2.1.). Während dieses Zeitraums sind 
die Modifikationen ungeschützt vor der Abspaltung durch die entsprechenden 
Histondemethylasen. Um sicherzustellen, dass dies keine Auswirkung auf die oben 
erläuterten Ergebnisse hat, wurde die Summe der Signale aus der Untersuchung von 
Mesophyll- und Bündelscheidenzellen, mit denen von Gesamblättern die keiner 
enzymatischen Behandlung ausgesetzt waren, verglichen (Abb. 3.5). Damit wurde 
annäherungsweise im Gesamtblatt von einem 1:1-Verhältnis der Mesophyll- im Vergleich 
zu den Bündelscheidenzellen ausgegangen. Bei dieser Gegenüberstellung wird deutlich, 
dass die ChIP-Ergebnisse aus den isolierten Geweben sehr identisch zu denen der 
unbehandelten Blätter sind. Vor diesem Hintergrund kann eine Beeinflussung durch die 
Gewebetrennung ausgeschlossen werden. Es ist andernfalls sehr unwahrscheinlich, dass 
die Addition der Ergebnisse aus den getrennten Geweben dennoch mit den unbehandelten 
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Gesamtblattdaten übereinstimmen. Dieser Befund ist ein starkes Indiz dafür, dass die 
ChIP-Ergebnisse aus den isolierten Geweben sehr akkurat auch das 
Histonmethylierungsmuster in-vivo repräsentieren. Dagegen war eine Wirkung der 
Mesophyllpräparation auf die Histonacetylierungen in vorangegangenen Versuchen zu 
beobachten (Daten nicht gezeigt). Der Grund hierfür könnte in der deutlich niedrigeren 
Halbwertszeit von Histonacetylierungen gegenüber Methylierungen liegen (Nightingale et 
al., 2007; Waterborg and Kapros, 2002). Dies macht sie unter den Bedingungen der 
Mesophyll-Isolation vermutlich anfälliger für deren Abbau. Die gewebespezifische 
Analyse der Histonacetylierung am C4-Pepc-Gen, welche in einem späteren Kapitel 
diskutiert wird (4.3.), wurde deshalb ausschließlich auf die Betrachtung isolierter 
Bündelscheiden beschränkt. Für diese war bereits erfolgreich gezeigt worden, dass deren 
Isolation keinen Einfluss auf die Histonacetylierung am C4-Pepc-Gen hat (Offermann et 
al., 2006), da hierbei die Fixierung des Chromatins vor der Präparation des Gewebes 
stattfindet. 
Es wurden des Weiteren Messungen von hnRNA aus isolierten Mesophyllprotoplasten 
durchgeführt. Ziel dieser Messung war es, die Transkription des C4-Me-Gens in den 
verschiedenen Blattgeweben zu bestimmen. Dadurch sollte ermittelt werden, inwieweit 
sich die H3K4 Trimethylierung auch am C4-Me-Gen mit dem Gewebe deckt in dem es 
aktivierbar ist. Aufgrund kontroverser Aussagen war die hnRNA-Messung notwendig. Bis 
heute konnte nicht eindeutig geklärt werden, ob bei Belichtung nur in Bündelscheiden das 
C4-Me-Gen transkribiert wird oder auch in Mesophyllzellen Transkription erfolgt und die 
RNA in diesem Gewebe posttranskriptional abgebaut wird. (Marshall et al., 1997; Sheen, 
1999).  
Die Transkriptionsmessungen ergaben, dass in den Mesophyllzellen keine lichtabhängige 
Induktion des C4-Me-Promotors erfolgt, sondern lediglich basale Transkription vorliegt 
(Abb. 3.2). Offensichtlich findet eine stufenweise Aktivierung des C4-Me-Promotors statt. 
Die erste Stufe ist die basale und findet, den Mesophyllmessungen entsprechend, in beiden 
Geweben etiolierter Blätter statt. Die zweite Stufe wird durch Belichtung im Blatt erreicht 
und repräsentiert den induzierten Zustand (Abb. 3.1). Da in belichteten Mesophyllzellen 
keine Induktion des C4-Me-Promotors ermittelt werden konnte, deutet dies darauf hin, dass 
bei Belichtung nur das C4-Me-Gen in den Bündelscheiden induziert wird. Eine solche 
stufenweise Induktion des Promotors wurde auch für das C4-Pepc-Gen beschrieben, 
wenngleich der induzierte Zustand reziprok zum Me-Gen nur in den belichteten 
Mesophyllzellen etabliert wird (Offermann, 2008). Die Transkriptionsmessungen 
bestätigen damit die Vermutung, dass das C4-Me-Gen sehr gut geeignet ist, um zu 
überprüfen, ob Aussagen am C4-Pepc-Gen abgeleitet auch auf weitere Gene übertragbar 
sind. 
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Die bisherige Einschätzung einer Lichtinduktion des C4-Me-Gens ausschließlich in den 
Bündelscheidenzellen des Blattes, leitet sich aus der niedrigen Menge an detektiertem 
C4-Me-Trankript in den Mesophyllzellen ab. Allerdings muss als Möglichkeit in Betracht 
gezogen werden, dass während der Präparation der Mesophyllprotoplasten, allgemein die 
RNA-Synthese beeinträchtigt ist und deshalb niedrige Menge an C4-Me-Transkript 
messbar war. Da jedoch die lichtinduzierte Aktivität des C4-Pepc-Promotors in den 
belichteten Mesophyllzellen reproduziert werden konnte (Abb. 3.2), spricht dies dafür, 
dass die Präparation keinen generellen Einfluss auf die RNA-Synthese hat. Deshalb ist das 
niedrige C4-Me-Transkriptionsniveau in den Mesophyllzellen eher auf eine niedrige 
Promotoraktivität und nicht auf RNA-Degradation zurückzuführen. Die Diskrepanz 
zwischen diesem Ergebnis und dem der Gruppe um Sheen et al. (1991), die mit Run-on 
Experimenten auch in Mesophyllzellprotoplasten Transkription detektierte, könnte in dem 
Vorkommen weiterer sehr homologer Isoformen des C4-Me-Gens liegen. Die C3-Isoform 
wird beispielsweise auch in den Mesophyllzellen transkribiert (Tausta et al., 2002). In der 
o.g. Studie wurden zunächst radioaktiv markierte nascierende Transkripte durch eine 
Run-on Transkription mit isolierten Mesophyllprotoplasten generiert. Die eigentliche 
Detektion spezifischer Transkripte erfolgte anschließend durch die Hybridisierung mit 
einer DNA-Sonde, die zuvor kovalent auf einer Membran fixiert wurde. Bei sehr ähnlichen 
Sequenzen ist es daher problematisch diese nicht mitzudetektieren. Die genaue Sequenz 
der Sonde ist nicht bekannt. Es ist allerdings schwer vorstellbar die Me-Isoformen in Run-
on Versuchen voneinander zu unterscheiden, da die längsten nicht-homologen Regionen 
im 5´-Bereich der untranslatierten Region lokalisiert sind und diese nicht mehr als 30 bp 
umfassen (Tausta et al., 2002).  
Die diskutierten Daten zeigen damit, dass ausschließlich in den belichteten Bündelscheiden 
eines Maisblattes das C4-Me-Gen induziert wird. Dagegen ist basale Transkription sowohl 
in den etiolierten Mesophyll- als auch den Bündelscheidenzellen detektierbar. 
Dieser Befund hat in zweierlei Hinsicht besondere Bedeutung. Vor diesem Hintergrund 
bekräftigen zum einen die Histonmethylierungsdaten am C4-Me-Gen der getrennten 
Blattgewebe die Vermutung, dass die unterschiedlichen Methylierungszustände von H3K4 
nicht nur am C4-Pepc-Gen, sondern auch am C4-Me-Gen mit der gewebspezifischen 
Transkription im Zusammenhang stehen. Zudem zeigt die H3K4 Trimethylierung für das 
C4-Me-Gen, ebenso wie das C4-Pepc-Gen, keine Korrelation mit der Transkription im 
Gewebe, in dem die Gene induziert werden können. 
Bisher leiten sich diese Erkenntnisse jedoch ausschließlich aus den Daten der getrennten 
Gewebe des Blattes ab. Um sicherzustellen, dass dies auch für andere Gewebe der 
Maispflanze zutrifft, wurden Wurzeln, Koleoptile und undifferenzierter embryogener 
Maiskallus untersucht. In der Wurzel und der Koleoptile ist das C4-Pepc-Gen im
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Gegensatz zum Gesamtblatt inaktiv (Offermann, 2008). Das gleiche Transkriptionsmuster 
konnte in dieser Arbeit anhand von hnRNA-Messungen auch für das C4-Me-Gen ermittelt 
werden (Abb. 3.1). Diese Daten sind somit konsistent mit mRNA-Messungen bzw. Run-on 
Experimenten, die eine lichtinduzierte Expression im Blatt zeigten, dagegen in der Wurzel 
keine Transkripte des C4-spezifischen Me-Gens detektierten (Sheen, 1999; Tausta et al., 
2002). Die geringe Bündelscheidendichte in Koleoptilen hat zur Folge, dass keine 
C4-, sondern C3-Photosynthese betrieben wird (Langdale et al., 1988). Aufgrund dessen 
entspricht der ermittelte inaktive Zustand des C4-Me-Promotors in den Koleoptilen 
ebenfalls diesem früheren Befund. Im undifferenzierten Kallusgewebe wurde für das 
C4-Pepc- und C4-Me-Gen ebenfalls ein inaktiver Zustand vergleichbar zur Koleoptile und 
der Wurzel ermittelt (Abb. 3.9A+B). Die Kultivierung der Maiskalli erfolgte in 
permanenter Dunkelheit (2.2.1.1.) auf einem sehr sucrosehaltigen Medium (2.1.7.). Damit 
fehlt im Maiskallus mit dem Licht nicht nur ein für die Aktivierung der C4-Gene 
essentieller Stimulus, es kommt zudem ein reprimierender Stimulus mit der hohen 
Zuckerkonzentration im Medium hinzu. Deshalb sind die Transkriptionsdaten plausibel 
und entsprechen bisherigen Beobachtungen unter diesen Bedingungen (Sheen, 1990; 
Offermann, 2008).  
Bei der Analyse des Histonmethylierungszustandes von H3K4 in der Wurzel, Koleoptile 
und undifferenziertem Kallus stellte sich heraus, dass die H3K4 Mono- und 
Dimethylierung erstaunlich stabil nicht nur am C4-Pepc-, sondern auch am C4-Me-Gen 
messbar war (Abb. 3.3+3.14). Im Gegensatz zur H3K4 Mono- und Dimethylierung war die 
Trimethylierung von H3K4 am C4-Pepc- und C4-Me-Gen in Wurzel, Koleoptile und Kallus 
nicht messbar (Abb. 3.3+3.14). Damit konnte sichergestellt werden, dass H3K4 
Trimethylierung am C4-Pepc-Gen nur in den Mesophyllzellen und am C4-Me-Gen 
ausschließlich in den Bündelscheiden in der Maispflanze etabliert wird. 
Durch die Analyse unterschiedlicher Gewebe der Maispflanze wurde somit dokumentiert, 
dass die H3K4 Mono- und Dimethylierung offensichtlich immer an beiden Genen 
detektierbar ist, wenn diese inaktiv sind. Dagegen weist sowohl das C4-Pepc- als auch das 
C4-Me-Gen in dieser Situation keine H3K4 Trimethylierung auf. Diese kommt nur an 
Histonen der Gewebe vor, in denen beide Gene induziert werden können. Allerdings zeigt 
die H3K4 Trimethylierung in den Mesophyllzellen für das C4-Pepc-Gen und den 
Bündelscheiden für das C4-Me-Gen, wie bereits erwähnt, keinen Zusammenhang mit dem 
Transkriptionsniveau. Diese Ergebnisse decken sich im Gegensatz zu denen der Wurzel, 
Koleoptile, Kallus und den Bündelscheiden für das C4-Pepc-, sowie den Mesophyllzellen 
für das C4-Me-Gen nicht mit bisherigen genomweiten Studien. Diese konnten eine strenge 
Korrelation zwischen dem Vorkommen an H3K4 Trimethylierung und dem 
Transkriptionsniveau von Genen ermitteln (Barski et al., 2007; Li et al., 2008a; Sinha et 
al., 2006). Dieser Befund, sowie die Beobachtung, dass H3K4me3 unabhängig von der 
                                                                                                                                                          DIKUSSION 
101 
Belichtung am C4-Pepc- und C4-Me-Gen vorkommt, befürwortet die Vermutung, dass die 
H3K4 Trimethylierung aus einem weiteren, eventuell gewebespezifischen Signal 
hervorgeht. 
Es stellt sich allerdings die Frage, ob H3K4me3 nur dann nicht detektierbar ist, wenn die 
Gene inaktiv sind, die basale Transkription der Gene dagegen bereits ausreicht, H3K4me3 
auf hohem Niveau zu etablieren. Demnach wäre H3K4me3 eventuell doch die Folge der 
Transkription. Dies würde eindeutig gegen ein gewebepezifisches Signal sprechen. 
Gegen diese Einschätzung der H3K4 Trimethylierung als Folge der basalen Transkription 
würde allerdings sprechen, dass am C4-Pepc-Gen in den Bündelscheiden und am C4-Me-
Gen in den Mesophyllzellen, obwohl ebenfalls basal Transkription vorliegt keine H3K4 
Trimethylierung detektierbar ist (Abb. 3.4P+Q).  
Um diesen Sachverhalt endgültig zu klären, wurden zwei entscheidende Experimente 
durchgeführt. Zum einen wurden belichtete Pflanzen für 72 Stunden verdunkelt (72hD) 
und zum anderen Pflanzen der RNA-Polymerase II-Inhibitor α-Amanitin appliziert. Beide 
Behandlungen führten zur Reduktion der Transkriptakkumulation bis zur Detektionsgrenze 
der qPCR (3.1.4.), allerdings vermutlich über differentielle Mechanismen. Während 
α-Amanitin effizient die Elongation der RNA-Polymerase II, aber nicht die Initiation 
verhindert (Rudd et al., 1996, Brueckner et al., 2008), wird durch die 72 stündige 
Verdunkelung der Pflanze vermutlich der Promotor inaktiviert und es findet keine 
Initiation statt. Trotzdem zeigten beide Experimente ähnliche Ergebnisse (Abb. 3.6+3.7). 
Weder am C4-Pepc- noch am C4-Me-Gen war eine Reduktion der H3K4 Trimethylierung 
der Promotorregion, sowie des 5´-Bereichs der kodierenden Region zu beobachten. Diese 
Ergebnisse sprechen dafür, dass die H3K4me3 am Promotor und der 5´- kodierenden 
Region tatsächlich nicht die Folge der Transkription ist, da ansonsten ein Abfall der H3K4 
Trimethylierung zu erwarten gewesen wäre. Demnach ist die hohe H3K4 Trimethylierung 
am C4-Pepc- und C4-Me-Gen im etiolierten Blatt ebenfalls nicht auf die dort vorliegende 
basale Transkription zurückzuführen. Allerdings wurden o.g. Experimente mit Pflanzen 
durchgeführt, die zuvor bereits einmal belichtet worden waren (2.2.1.3.). Damit ist das  
C4-Pepc- und das C4-Me-Gen vor dem Versuchsbeginn H3K4 trimethyliert. Es kann nicht 
ausgeschlossen werden, dass die H3K4 Trimethylierung aufgrund ihrer langen Stabilität 
von mehr als einer Stunde (Nightingale et al., 2007) die Behandlung überdauert. Dagegen 
spricht allerdings zum einen, dass mit 72 Stunden eine deutlich längere Verdunkelungszeit 
und auch die α-Amanitin Applikation mit 8 Stunden deutlich über der Halbwertszeit der 
H3K4 Trimethylierung gewählt wurde. Zum anderen spricht insbesondere folgende 
Beobachtung gegen diese Annahme: Am C4-Pepc-Gen war über einen weiten Bereich 
stromabwärts der 5´-kodierenden Region (+900 bis +4000 bp relativ zum TIS) ein 
deutlicher Abfall der H3K4 Trimethylierung (Abb. 3.6A+3.7A) detektierbar. Dies zeigt, 
dass die H3K4 Trimethylierung in bestimmten Bereichen der kodierenden Region des 
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C4-Pepc-Gens den gewählten Versuchszeitraum nicht überdauert und somit eine 
Korrelation mit dem Transkriptionsrückgang zeigt. Demnach ist es am wahrscheinlichsten, 
dass sich die Mechanismen der H3K4 Trimethylierung zwischen Promotor und 
kodierender Region am C4-Pepc- und vermutlich auch am C4-Me-Gen unterscheiden.  
Kürzliche Beobachtungen an humanen Zelllinien bekräftigen diese Vermutung. 
Genspezifische Transkriptionsfaktoren, wie beispielsweise CREB, die während des 
Aktivierungsprozesses von Promotoren benötigt werden, können auch mit 
Methyltransferasekomplexen interagieren (Ernst et al., 2001; Dreijerink et al., 2006; Lee et 
al., 2006; Garcia-Bassets et al., 2007). Dies legt die Vermutung nahe, dass die 
Methyltransferase für den Aktivierungsprozess zum Promotor rekrutiert wird, um dort 
H3K4 Trimethylierung zu etablieren. In kürzlich durchgeführten Immunopräzipitationen in 
Hefen konnte die H3K4 Trimethylierung zudem als eine notwendige Modifikation für die 
Verankerung des TFIID-Transkriptionsfaktors ermittelt werden (Vermeulen et al., 2007). 
Dieser ist für die Formierung des Präinitiationskomplexes der RNA-Polymerase II am 
Promotor essentiell (Sims et al., 2004). Deshalb wird dieser Modifikation auch eine 
wichtige Rolle in der Aktivierung der Transkription zugesprochen. 
Die o.g. Ergebnisse am C4-Pepc- und zudem am C4-Me-Gen zeigen, dass die H3K4 
Trimethylierung am Promotor und auch zu Beginn der kodierenden Region offensichtlich 
unabhängig von der Transkription etabliert wird. Deshalb unterstützen diese Ergebnisse die 
Daten der Arbeitsgruppe um Vermeulen et al. (2007). 
In dieser Arbeit wurde damit nicht direkt, beispielsweise durch Manipulation der 
Modifikation gezeigt, dass H3K4me3 die Transkription der Gene beeinflusst. Dennoch 
befürworten die diskutierten Befunde die Vermutung, dass H3K4me3 am Pepc- und 
Me-Promotor vermutlich notwendig für die gewebespezifische Transkription im Blatt ist. 
Jedoch kann auch eine begleitende Etablierung von H3K4me3 während des 
Aktivierungsprozesses der Transkription beider Gene nicht ausgeschlossen werden. Sicher 
ist jedoch, dass diese Modifikation am Promotor und zu Beginn der kodierenden Region 
nicht von der Transkription abhängig ist. 
Allerdings zeigt sich insbesondere am C4-Pepc-Gen für weite Bereiche der kodierenden 
Region auch eine Abnahme von H3K4me3 und demnach einen direkten Zusammenhang 
mit der niedrigen Transkription in den behandelten Pflanzen. Demnach wäre die H3K4 
Trimethylierung in diesem Bereich des Gens eindeutig eine Folge der Transkription. Diese 
Beobachtung war bereits Gegenstand einer Reihe an Untersuchungen. Dabei konnte ein 
konservierter Mechanismus zwischen Hefen und humanen Zelllinien identifiziert werden. 
Die an diesem Mechanismus beteiligte Methyltransferase Set1 in Hefen bzw. deren 
homologe Enzyme MLL1-4 in humanen Zelllinien zeigen eine Assoziation zur RNA-
Polymerase II über die Serin-5-Phosphorylierung der C-terminalen Domäne während der 
Elongationsphase der Transkription (Crawford and Hess, 2006; Ng et al., 2003; 
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Ruthenburg et al., 2007; Xiao et al., 2003). Dies führt dann zur H3K4 Trimethylierung der 
kodierenden Region, indem die Methyltransferase während des Elongationsprozesses an 
der C-terminalen Domäne verbleibt und die Histone modifiziert. Damit decken sich diese 
Ergebnisse mit denen der kodierenden Region des C4-Pepc-Gens. Weshalb ein solcher 
Abfall am C4-Me-Gen nicht detektierbar war, konnte bisher nicht geklärt werden.  
 
Abbildung 4.1: Regionen des C4-Pepc- und C4-Me-Gens in dem H3K4me3 unterschiedlicher Regulation unterliegt 
(A-B) Schematische Übersicht des C4-Pepc- und C4-Me-Gens mit den verschiedenen Regionen, in denen die H3K4 
Trimethylierung unterschiedlichen Regulationsmechanismen unterliegt. Am proximalen Promotor und dem 5´-Bereich 
der kodierenden Region erfolgt die Etablierung von H3K4me3 durch eine gewebespezifisches Signal (grüne Pfeile) 
sowohl am C4-Pepc- als auch C4-Me-Gen. Zum Ende der kodierenden Region konnte hingegen eine lichtinduzierte H3K4 
Trimethylierung an beiden Genen ermittelt werden (roter Pfeil). Zudem wird H3K4me3 über weite Bereiche der 
kodierenden Region am C4-Pepc-Gens transkriptionsgekoppelt etabliert (blaue Pfeile). Weitere Erläuterungen siehe im 
Text. Innerhalb der kodierenden Sequenz sind Exons als Rechtecke und Introns als schwarze Linie dargestellt. 
TIS = Transkriptionsinitialisierungsstelle. polyA = putative Polyadenylierungssequenz. Unterhalb des C4-Pepc bzw. 
C4-Me-Gens ist die Lage der repräsentativ gemessenen Positionen im distalen (Pepc: -1300 bp, Me: -1600 bp) und 
proximalen Promotor (-200 bp, -240 bp), dem Beginn (450 bp , 340 bp), der Mitte (1900 bp, 1700 bp) dem Ende 
(4900 bp, 4100 bp) der transkribierten Region sowie eines intergenen Bereichs (5900 bp, 5300 bp) angegeben. 
 
Die Abbildung 4.1 zeigt eine schematische Übersicht der verschiedenen Regionen des C4-
Pepc- und des C4-Me-Gens und deren ermittelte Regulation der H3K4 Trimethylierung. 
Der Abbildung ist zu entnehmen, dass neben dem Gewebesignal (am Promotor und dem 
5´-Bereich der kodierenden Region) und der Transkription (im mittleren Bereich der 
kodierenden Region am Pepc-Gen) zum Ende der kodierenden Region für das C4-Pepc- als 
auch für das C4-Me-Gen zusätzlich eine lichtinduzierte H3K4 Trimethylierung ermittelt 
wurde. Dies konnte aus folgenden Beobachtungen abgeleitet werden: In belichteten 
Blättern (und auch in den getrennten Geweben) war ein Anstieg in der H3K4 
Trimethylierung gegenüber etiolierten Pflanzen in diesem Bereich zu beobachten  
(Abb. 3.5A-D). Es handelt sich hier nicht um eine transkriptionsassoziierte Änderung, da 
in α-Amanitin behandelten Pflanzen keine Abnahme von H3K4me3 zum Ende der 
kodierenden Region detektierbar war (Abb. 3.6A+B). Der Unterschied zwischen den 
α-Amanitin Behandelten und etiolierten Pflanzen ist damit offensichtlich der 
Lichtstimulus. Daraus kann somit geschlossen werden, dass zum Ende der Transkription 
eine belichtungsabhängige H3K4me3 stattfindet. 
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Zusammenfassend zeigen die bisher erläuterten Daten eine Etablierung der H3K4 
Trimethylierung ausschließlich in den Mesophyllzellen am C4-Pepc-Gen und in den 
Bündelscheiden am C4-Me-Gen. Darüberhinaus wird H3K4me3 in diesen Geweben am 
Promotor und zu Beginn der kodierenden Region des C4-Pepc- und des C4-Me-Gens 
unabhängig von der Transkription etabliert. Damit lässt sich vor dem Hintergrund von 
Literaturangaben spekulieren, dass H3K4me3 für die Aktivierung der Gene notwendig ist, 
wenngleich diese Aussagen nur über Manipulation dieser Modifikation eindeutig geklärt 
werden könnte. Dagegen wurde die H3K4 Mono- und Dimethylierung ausschließlich an 
den beiden Genen in Geweben ermittelt, in denen diese inaktiv sind. 
Es stellt sich damit die Frage, wann der Wechsel von Dimethylierung nach 
Trimethylierung an H3K4 auf dem C4-Pepc- und C4-Me-Gen in den jeweiligen Geweben 
des Blattes erfolgt, um die gewebespezifische Transkription zu gewährleisten. 
Untersuchungen an humanen embryonalen Stammzellen zeigten, dass schon in diesem 
undifferenzierten Zustand Histone bestimmter Gene, die in sogenannten bivalenten 
Regionen lokalisiert sind, sowohl Modifikationen für deren spätere Aktivierung 
(H3K4me3) als auch für deren Inaktivierung (H3K27me2) tragen. Während der 
Differenzierung der Gewebe werden dann die unpassenden Modifikationen jeweils 
gewebespezifisch entfernt (Bernstein et al., 2006). Es ist anhand der bereits erläuterten 
Daten der embryogenen Kalli, welche als Modellsystem benutzt wurde, möglich eine 
Aussage zu machen, ob H3K4me3 nach diesem Mechanismus während der 
Blattentwicklung gewebespezifisch entfernt oder konträr dazu erst gewebespezifisch an 
dem C4-Pepc- und C4-Me-Gen etabliert werden muss. Kalli stellen undifferenziertes 
Gewebe dar, haben aber das Potential, bei entsprechender Behandlung zu einer 
Maispflanze auszudifferenzieren (Gordon-Kamm et al., 1990). Zudem gehen Kalli aus 
Maisembryos hervor und haben somit eng verwandte Eigenschaften mit einem 
Maisembryo im Korn. 
In den embryogenen Kalli konnte kein H3K4me3 weder am C4-Pepc- noch am C4-Me-Gen 
detektiert werden (Abb. 3.14A+B), dagegen war H3K4me2 und H3K4me1 identisch zu 
Wurzel und Koleoptile messbar (Abb. 3.14C-F). Anhand dieser Analyse kann entkräftet 
werden, dass die Trimethylierung schon im undifferenzierten Gewebe vorhanden ist und 
somit dem Mechanismus in embryonalen Stammzellen entspricht. Vielmehr wird 
offensichtlich während der Entwicklung des Blattes im jeweiligen Gewebe an den 
Modellgenen erst H3K4me3 etabliert.  
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Es gibt nun zwei Möglichkeiten, nach denen die gewebespezifische H3K4 Trimethylierung 
etabliert werden kann. Die erste Möglichkeit wäre die gewebespezifische Rekrutierung der 
Histonmethyltransferase zu den jeweiligen Genen. Dafür spricht insbesondere, dass, wie 
bereits erläutert, Transkriptionsfaktoren mit dem Methyltransferasekomplex MLL 
interagieren können (Lee et al., 2006; Garcia-Bassets et al., 2007). Zum anderen könnte 
dies auch für Enzyme gelten, die Modifikationen etablieren, welche indirekt für die H3K4 
Trimethylierung notwendig sind.  
Da ein Bereich von -571 bp bis +81 bp relativ zum Transkriptionsstart als hinreichend für 
die mesophyllspezifische Pepc-Transktiption in Mais identifiziert wurde (Taniguchi et al., 
2000b), kann spekuliert werden, dass in dieser Region auch die Bindestellen für 
Transkriptionsfaktoren, assoziiert mit dem Methyltransferasekomplex, lokalisiert sind. 
Dies müsste durch genaue Analysen der Promotorregion des C4-Pepc- und des 
C4-Me-Gens auf Konsensus-Sequenzen oder durch den spezifischen Nachweis der 
Histonmethyltransferase in dieser Region in weiteren Experimenten verfolgt werden. Einer 
Hypothese zufolge wirkt Dof1 im Blatt als Transkriptionsaktivator, der spezifisch für die 
C4-Isoform des Pepc-Gens ist (Yanagisawa, 2002). Es wäre deshalb möglich, dass dieser 
Transkriptionsfaktor die Rekrutierung der Histonmethyltransferase gewebespezifisch 
vermittelt. Gegen diese Einschätzung spricht allerdings die Erkenntnis, dass Dof1 erst nach 
Lichtinduktion am C4-Pepc-Gen nachgewiesen wird. Die H3K4 Trimethylierung ist aber 
auch in etiolierten Mesophyllzellen detektierbar (Yanagisawa et al., 1998). Vor diesem 
Hintergrund ist eine Beteiligung von Dof1 in diesem Kontext unwahrscheinlich. 
Die Bedeutung von Dof1 wurde zudem aufgrund einer kürzlich durchgeführten 
Untersuchung in Frage gestellt, da in Maismutanten eine drastische Reduktion der Dof1-
Transkription die Promotoraktivität des C4-Pepc-Gens nicht beeinflusste (Cavalar et al., 
2007). 
 
Sollte die diskutierte gewebespezifische Kontrolle von Methyltransferasen in Mais nicht 
existieren, dann wäre die zweite Möglichkeit, die H3K4 Trimethylierung an den 
Modellgenen in den jeweils inaktiven Geweben zu verhindern. Denkbar wäre die Aktivität 
einer Demethylase, die ebenfalls gewebespezifisch zu den Genen rekrutiert wird und so die 
H3K4 Trimethylierung an den Genen in Geweben verhindert, in dem diese inaktiv 
verbleiben sollen. Es hat sich herausgestellt, dass die Rekrutierung von Demethylasen über 
DNA-bindende Faktoren ein verbreiteter Mechanismus ist, um die Demethylierung von 
H3K4 an Genen gewebespezifisch zu kontrollieren (Iwase et al., 2007; Tahiliani et al., 
2007). Dem Dof2-Protein wird die Funktion eines Repressors des C4-Pepc-Gens 
zugeschrieben. Zudem wird dieser bevorzugt in nicht-photosynthetischen Geweben, wie 
der Wurzel exprimiert (Yanagisawa et al., 1998). Es wäre somit möglich, dass dieser die 
Rekrutierung einer Demethylase für die Gewebe vermittelt, in denen das C4-Pepc-Gen 
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inaktiv vorliegt. Allerdings konnten noch keine Interaktionen von Dof2 mit Demethylasen 
nachgewiesen werden, wenngleich bekannt ist, dass dieser Transkriptionsfaktor mit einer 
Reihe unterschiedlicher Klassen an Proteinen interagiert (Yanagisawa, 2004). 
 
Gegenüber dem gerade beschriebenen Mechanismus besteht auch die Möglichkeit, dass die 
H3K4 Trimethylierung gewebespezifisch unterdrückt wird. 
Eine umfangreiche Untersuchung analysierte den Zusammenhang, welche Aminosäuren 
und zudem Modifikationen der vier verschiedenen Histone die Trimethylierung von H3K4 
beeinflussen. Es konnten eine Reihe cis-agierender Aminosäurereste ermittelt werden, die 
notwendig sind, damit eine effiziente H3K4me3 erfolgen kann. Dazu zählt beispielsweise 
die Acetylierung von H3K14, ohne die eine H3K4 Trimethylierung nicht möglich ist 
(Kouzarides, 2007; Nakanishi et al., 2008). Untersuchungen zur Histonacetylierung am 
C4-Pepc-Gen in Wurzel und Koleoptilen hatten ergeben, dass diese Modifikation in beiden 
Geweben nicht detektierbar war (Offermann, 2008). Es ist somit möglich, dass der oben 
genannte Zusammenhang auch am C4-Pepc-Gen die niedrige H3K4 Trimethylierung in 
Wurzeln und Koleoptilen erklärt. Dagegen ist die H3K14 Acetylierung im Blatt etabliert 
und zudem unabhängig von Belichtung am C4-Pepc-Gen zu messen. Dieser Befund würde 
unter Berücksichtigung der o.g. Studie eine Vorstellung darüber geben, weshalb im Blatt 
im Gegensatz zur Wurzel und Koleoptile H3K4 Trimethylierung möglich ist.  
In dieser Arbeit wurde in den Bündelscheiden nur die H3K18ac als nicht-lichtinduzierte 
Histonacetylierung untersucht (Abb. 3.17C). In Zukunft sollten Untersuchungen klären, ob 
auch H3K14ac, welches ebenfalls invariant bei Belichtung reagiert, den oben 
beschriebenen Zusammenhang für den C4-Pepc-Promotor auch in den Blattgeweben 
erfüllt. 
 
Bisher wurde diskutiert, welche bereits untersuchten Histonacetylierungen möglicherweise 
in Zusammenhang mit der niedrigen H3K4 Trimethylierung am inaktiven C4-Pepc- und 
am C4-Me-Gen stehen. Das Fehlen der H3K4 Trimethylierung an Histonen des C4-Pepc- 
und des C4-Me-Gen in Geweben, in denen beide Gene inaktiv sind und demgegenüber das 
Vorkommen erhöhter H3K4 Dimethylierung passt allerdings ebenfalls zu einer Reihe an 
Untersuchungen. Wurde die H3K4 Dimethylierung ursprünglich als eine mit aktiven 
Genen korrelierende Modifikation identifiziert (Daniel et al., 2005), konnten genomweite 
Studien diesen Zusammenhang widerlegen. H3K4 Dimethylierung kommt demnach auch 
auf inaktiven Genen vor (Sinha et al., 2006; Barski et al., 2007; Li et al., 2008). 
Darüberhinaus zeigte sich bei der Analyse von Genen in Gegenwart von unterschiedlichen 
Verhältnissen der H3K4me2 und H3K4me3, dass die Transkription abnimmt, wenn die 
H3K4 Dimethylierung ansteigt (Li et al., 2008). Zudem konnten Tsuji et al. (2006) 
ebenfalls in Reis zeigen, dass die beiden durch Stress induzierten Gene ADH1 und PDC1 
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bei ihrer Transkriptionsinduktion einen Wechsel der Histonmodifikation von H3K4me2 
nach H3K4me3 aufweisen.  
Der Mechanismus dieser kompetitiven Interaktion zwischen H3K4me2 und H3K4me3 
benötigt weitere Aufklärung. Allerdings liegt er offensichtlich auch am C4-Pepc- und C4-
Me-Gen vor und führt dadurch vermutlich zur Inaktivierung der Gene in den Geweben 
Koleoptile, Wurzel, Kalli, sowie in den jeweiligen Geweben des Blattes.  
Für die Funktion der Dimethylierung von H3K4 wäre jedoch anhand der Daten des C4-
Pepc- und C4-Me-Gen eine weitere Erklärung möglich, welche sich mit dem 
wissenschaftlichen Kenntnisstand deckt: Damit die Chromatinumgebung der untersuchten 
Gene in einem euchromatischen Zustand verbleibt, erfolgt die Dimethylierung von H3K4. 
Dies deckt sich mit den Ergebnissen der bereits erläuterten genomweiten Studien in Reis. 
Sie sprechen dieser Modifikation eine eindeutige Korrelation mit Euchromatin zu, 
wohingegen H3K4me2 in Heterochromatin unterrepräsentiert ist (Li et al., 2008). Zudem 
wird dies auch in Mais durch detaillierte genomweite Immunfluoreszenz-Analysen 
bekräftigt. Deren Schlussfolgerung ist ebenfalls, dass diese Modifikation ein exzellenter 
Marker für euchromatische Bereiche darstellt (Shi et al., 2006). Diese Vermutung stützen 
Analysen, die für H3K4 Dimethylierung eine inhibierende Wirkung auf die Etablierung 
von H3K9me2 nachweisen und dadurch eine Ausbreitung von heterochromatischen 
Bereichen verhindern (Wang et al., 2001; Nishioka et al., 2002). Wird die Dimethylierung 
an H3K4 hingegen aktiv durch eine Histondemethylase entfernt, führte dies bei 
Untersuchungen an Drosophila zu einer Aufmethylierung von H3K9 und infolge dessen 
zur Ausbildung von Heterochromatin (Lan et al., 2007). 
 
Anhand der Daten von Wurzel, Koleoptilen, Kalli, sowie den getrennten Geweben im Blatt 
wurde ebenfalls ermittelt, dass die H3K4 Monomethylierung den gleichen Zusammenhang 
wie die H3K4 Dimethylierung aufweist. Auch diese Modifikation korreliert mit dem 
inaktiven Zustand des C4-Pepc- und C4-Me-Gens. Die H3K4me1-Daten entsprechen damit 
ebenfalls Ergebnissen einer Analyse an Genen von Hefen sowie der Grünalge 
Chlamydomonas. Diese zeigten, dass H3K4me1 an reprimierten Genen vorliegt. (Morillon 
et al., 2005; van Dijk et al., 2005). Insgesamt interpretieren die bestehenden Studien die 
Funktion der H3K4 Monomethylierung jedoch sehr unterschiedlich. Gleich mehrere 
Untersuchungen zeigten, dass in humanen Zelllinien Enhancerregionen starke H3K4 
Monomethylierung aufweisen (Barski et al., 2007; Heintzman et al., 2007; Rentoft et al., 
2008). Dieser Zusammenhang kann jedoch anhand der gezeigten Daten nicht für die 
untersuchten Gene ermittelt werden. Die Monomethylierung von H3K4 ist am C4-Pepc- 
und C4-Me-Gen zwar im Vergleich zum Referenzgen Actin-1 in allen untersuchten 
Geweben deutlich höher (Abb. 3.3E+J). Zudem war ein Maximum zum 3´-Ende der Gene 
detektierbar. Für beide Gene wurde in diesem Bereich bis dato jedoch noch kein Enhancer 
ermittelt. Zwar war in der dikotylen Pflanze Flaveria bidentis im distalen Promotorbereich 
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für das C4-Pepc-Gen ein Enhancer identifiziert worden (Gowik et al., 2004), jedoch zeigen 
die Daten dieser Arbeit in Mais für den gesamten distalen C4-Pepc-Promotorbereich 
keinen Anstieg der H3K4 Monomethylierung (Daten nicht gezeigt). Damit ist dieser 
funktionale Zusammenhang von H3K4me1 am C4-Pepc- und C4-Me-Gen nicht 
wahrscheinlich. In einer weiteren Studie an Hefen wurde der H3K4 Monomethylierung 
eine funktionale Beteiligung an der Stabilisierung des Genoms zugeschrieben (Seol et al., 
2006). Die Autoren kommen zu diesem Schluss, durch Versuche an Deletionsmutanten, 
welche die für die H3K4 Methylierung notwendige Methyltransferase Set1 nicht 
exprimieren. Die dadurch verursachte genomweite Abnahme der H3K4 Monomethylierung 
führt zur Induktion von Stressgenen. Diese Funktion könnte man anhand der gezeigten 
Daten ebenfalls für Mais vermuten. Als Hinweis hierfür kann gewertet werden, dass 
H3K4me1 gleich verteilt am C4-Pepc- und C4-Me-Gen (Abb. 3.3E+J) vorliegt und zudem 
im Gegensatz zu H3K4me2 nicht nur auf den Housekeeping-Genen (Actin-1 und Gapdh-1, 
Abb. 3.3O+Abb. 3.4I), sondern auch auf dem inaktiven Retrotransposon Copia 
detektierbar war (Daten nicht gezeigt). 
Weder für die H3K4 Mono- noch für die Dimethylierung konnte damit bis heute eine 
alleinige Verantwortlichkeit ermittelt werden, die Rekrutierung spezifischer 
Histonmethyltransferasen zu verhindern und somit die H3K4 Trimethylierung zu 
unterdrücken. Allerdings wurden weitere cis-agierende Histonmodifikationen identifiziert, 
die H3K4 Trimethylierung unterbinden (Nakanishi et al., 2008). Insbesondere für die 
asymetrische Dimethylierung von Arginin 2 am Histon 3 (H3R2me2a) wurde kürzlich die 
Funktion ermittelt, die H3K4 Trimethylierung effizient zu verhindern, indem es sterisch 
die Bindung des Proteins Spp1 blockiert. Dieses ist für die Assoziation der katalytischen 
Untereinheit der H3K4-Trimethyltransferase notwendig (Guccione et al., 2007; Kirmizis et 
al., 2007; Iberg et al., 2008). Die Etablierung der Mono- und Dimethylierung ist von dieser 
Modifikation hingegen unbeeinflusst. Diese Modifikationen könnten somit als indirekter 
Hinweis für diesen Mechanismus gewertet werden. Zukünftige ChIP-Analysen mit einem 
Antikörper spezifisch für diese Modifikation könnten nachweisen, ob dieser 
Zusammenhang tatsächlich in den Geweben am inaktiven C4-Pepc- und C4-Me-Gen 
besteht.  
 
In der vorliegenden Arbeit wurde durch umfangreiche Analysen unterschiedlicher Gewebe 
der Maispflanze, dazu gehörten die getrennten Gewebe des Blattes, die Wurzel, Koleoptile 
und auch undifferenziertes Gewebe, sichergestellt, dass die H3K4 Trimethylierung am 
C4-Pepc-Gen nur in den Mesophyllzellen und am C4-Me-Gen nur in den 
Bündelscheidenzellen vorhanden ist. Zudem konnte eine transkriptionsunabhängige 
Etablierung dieser Modifikation für den Promotor beider Gene ermittelt werden. 
Wenngleich nicht direkt durch Manipulation bewiesen wurde, dass die H3K4 
Trimethylierung notwendig für die gewebespezifische Expression ist, so lässt diese 
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Erkenntnis dies jedoch vermuten. Da somit weder die Transkription noch der Lichtstimulus 
einen Einfluss auf die Modifikation am Promotor hat, und diese zudem während der 
Entwicklung der Pflanze gewebespezifisch im Blatt erst etabliert wird, kann dies als 
Hinweis gewertet werden, dass H3K4me3 aus einem gewebespezifischen Signal resultiert. 
Demgegenüber konnte für die H3K4 Mono- und Dimethylierung ein eindeutiger 
Zusammenhang zum inaktiven Zustand des C4-Pepc- und C4-Me-Gens ermittelt werden. 
Damit wurden bisherige Vermutungen zur Funktion der verschiedenen 
Methylierungszustände von H3K4 eindeutig bestätigt und machen diese Modifikationen 
auch für zukünftige Analysen interessant, um die gewebespezifische Regulation C4-
spezifischer Gene zu verstehen. 
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4.2.1. Übertragbarkeit des am C4-Pepc- und C4-Me-Gen abgeleiteten Modells 
auf weitere Gene  
Anhand der Untersuchungen dieser Arbeit konnte sowohl für das C4-Pepc- als auch das 
C4-Me-Gen ermittelt werden, dass die H3K4 Trimethylierung nur im Gewebe des Blattes 
vorliegt, in dem die Gene potentiell aktivierbar sind. Die H3K4 Dimethylierung korreliert 
dagegen mit dem inaktiven Zustand der Gene. Es wurde vermutet, dass diese Aussagen 
allgemein auf Gene anwendbar sind, welche wie die Modellgene bei Belichtung 
gewebespezifisch im Mesophyll oder der Bündelscheide von Mais exprimiert werden. Um 
dieses zu überprüfen erfolgte die Untersuchung weiterer Gene des C4-Zyklus und 
allgemein der Photosynthese, welche den erläuterten Vorgaben entsprachen (Tabelle 3.1). 
Es wurden die mesophyllspezifisch transkribierten Gene für C4-Ppdk, C4-Ca, C4-Mdh, 
Cab-m1, sowie Cab-m7 und das in Bündelscheiden exprimierte Pck-Gen untersucht. Dabei 
stellte sich heraus, dass alle genannten Gene höhere H3K4 Trimethylierung am Promotor, 
sowie der 5´-kodierenden Region in dem Blattgewebe aufwiesen, in dem sie bei 
Belichtung induziert werden können (Abb. 3.15A-P). Für das Ppdk-Gen war dieser Befund 
allerdings abweichend von Ergebnissen vorangegangener Analysen (Danker, 2007). Diese 
Diskrepanz könnte folgendermaßen begründet sein: In der angesprochenen Untersuchung 
wurde die Präzipitationseffizienz des H3K4me3-Antikörpers auf die des Antikörpers gegen 
die invariante C-terminale Domäne von H3 (H3C) standardisiert. In dem Kapitel 4.1 wurde 
bereits diskutiert, dass die Qualität des Chromatins unterschiedlich stark die 
Präzipitationseffizienz von verschiedenen Antikörpern beeinflusst. Bei der 
Standardisierung auf die Präzipitationseffizienz des H3C-Antikörpers könnten somit 
ermittelte Unterschiede für H3K4me3 technisch bedingt sein und nicht biologische 
Ursachen haben. Deshalb wurde in dieser Arbeit, wenn möglich, eine generelle 
Standardisierung, insbesondere die auf verschiedene Antikörper, vermieden. 
Die Daten weiterer sechs Gene zeigen damit hohe H3K4me3 im Gewebe des Blattes, in 
dem sie bei Belichtung potentiell induzierbar sind. Die Ergebnisse sind ein starkes Indiz 
für die Annahme, dass H3K4me3 durch ein gewebespezifisches Signal unabhängig von der 
Transkription etabliert wird und somit vermutlich Voraussetzung für deren 
gewebespezifische Transkription ist. 
Ebenfalls wurde für die o.g. Gene überprüft, ob die H3K4 Dimethylierung entsprechend 
dem Modell eine Korrelation zum inaktiven Zustand der Gene aufweist. Jedoch stellt sich 
heraus, dass bis auf das C4-Pepc- und auch das C4-Me-Gen keines der Gene diesen 
Zusammenhang in den Blattgeweben zeigt (Abb. 3.16A+B, M+N). Dagegen war an den 
zusätzlich untersuchten Genen kein nennenswerter Unterschied in der H3K4 
Dimethylierung in Mesophyll- und Bündelscheidenzellen messbar (Abb. 3.16C-L, O-P). 
Demnach würde die Aussage, dass H3K4 Dimethylierung mit dem inaktiven Zustand von 
Genen korreliert, nicht für diese Gene gelten. Diese Vermutung wird durch Ergebnisse des 
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C4-Ppdk-Gens aus vorangegangenen Experimenten bekräftigt (Danker, 2007). Dabei 
konnte kein Zusammenhang zwischen der H3K4 Dimethylierung und dem inaktiven 
Zustand dieses Gens erbracht werden. Allerdings erfolgte auch bei diesen Daten die 
Standardisierung auf den H3C, weshalb, wie erläutert, nur eine eingeschränkte 
Vergleichbarkeit mit den Daten in dieser Arbeit möglich ist. Trotzdem muss damit in Frage 
gestellt werden, ob die H3K4 Dimethylierung wirklich mit der Repression von Genen 
korreliert. Es muss allerdings als weitere Möglichkeit in Betracht gezogen werden, dass 
dieses Ergebnis aufgrund der Verwendung eines neuen Antikörpers (2.1.6.) in der ChIP-
Analyse zustande kommt. Mit diesem Antikörper konnte nur tendenziell höhere H3K4 
Dimethylierung an dem C4-Pepc- und C4-Me-Gen im Gewebe, in dem die Gene inaktiv 
sind reproduziert werden (Abb. 3.16A+B, M+N). In Zukunft sollte anhand weiterer 
Antikörper sichergestellt werden, dass die H3K4 Dimethylierung an den zusätzlich 
untersuchten Genen wirklich in beiden Geweben des Blattes vorkommt. Darüberhinaus 
könnte auch die Analyse der H3K4 Monomethylierung behilflich sein, die Konsistenz 
dieser Daten zu überprüfen. 
In jedem Nukleosom kommen zwei Histone H3 vor. Deshalb ist es nur möglich, dass zwei 
und nicht alle drei Methylierungszustände von K4 an einer Position in derselben Situation 
vorliegen können. Wenngleich die Auflösung der durchgeführten ChIP-Analysen aufgrund 
der Chromatinfragmentlänge von ca. 400-500 bp Größe (2.2.3.5.) eher zwei bis drei 
Nukleosomen umfasst, so liegt an den zusätzliche untersuchten Genen im Gewebe, in dem 
sie potentiell aktivierbar sind, offensichtlich überwiegend H3K4me2 und H3K4me3 vor. 
Infolge dessen sollte Monomethylierung von H3K4 in geringerem Maße detektierbar sein. 
Dagegen müsste an den inaktiven Genen verstärkte H3K4 Monomethylierung messbar 
sein, da hier offensichtlich H3K4me2 in gleichem Maße vorkommt wie am aktiven Gen, 
demgegenüber aber die H3K4me3 erniedrigt ist. Dies müssten zukünftige Versuche mit 
einem Antikörper gegen H3K4me1 klären. Wird auch hierbei vergleichbares 
Monomethylierungsniveau an den Genen unabhängig vom Geweben detektiert, dann ist 
die wahrscheinlichste Erklärung, dass der neue Antikörper gegen H3K4me2 vermutlich 
eine Kreuzreaktion mit H3K4me1 oder H3K4me3 zeigt. 
Letztendlich lassen sich die Ergebnisse dieser Analyse jedoch als Hinweis werten, dass die 
Korrelation der H3K4 Dimethylierung mit dem inaktiven Zustand eines Gens nur 
beschränkt Gültigkeit hat. 
Bisher erfolgte die Betrachtung der H3K4 Di- und Trimethylierung an Genen, die 
vergleichbar zu dem C4-Pepc- und C4-Me-Gen eine lichtinduzierte gewebespezifische 
Expression im Blatt aufweisen. Es wurde jedoch zusätzlich die Betrachtung der Genfamilie 
RbcS1 und RbcS2, welche für die kleine Untereinheit der Rubisco kodieren durchgeführt. 
Für diese Gene ist bekannt, dass sie im etiolierten Blatt in beiden Geweben transkribiert 
werden. Dagegen erfolgt bei Belichtung eine bündelscheidenspezifische Transkript-
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akkumulation (Sheen, 1999; Hahnen et al., 2003). Damit entspricht das 
Transkriptionsmuster dieser beiden Gene nicht dem der anderen untersuchten Gene. Bis 
heute gibt es jedoch kontroverse Ergebnisse bezüglich der niedrigen Expression in den 
belichteten Mesophyllzellen. Es ist ungeklärt, ob diese auf transkriptioneller Ebene 
reguliert oder durch posttranskriptionalen Abbau der mRNA erfolgt (Schaeffner et al., 
1991; Viret et al., 1994; Nomura et al., 2000). In dieser Arbeit wurde, sowohl in etiolierten 
als auch belichteten Mesophyll und Bündelscheiden kein nennenswerter Unterschied in 
H3K4me3 ermittelt (Abb. 3.15Q-T). Demnach sprechen diese Daten dafür, dass nicht nur 
in etiolierten, sondern auch in belichteten Mesophyllzellen Transkription erfolgt. 
Dies deckt sich mit Analysen an transfizierten Mesophyllprotoplasten. In diesen waren für 
die RbcS1- und RbcS2-Promotoren starke Aktivität und Lichtinduzierbarkeit nachweisbar 
(Schaeffner et al., 1991). Zudem wurden mRNA destabilisierende Elemente in der 3´-UTR 
gefunden, die darauf hinweisen, dass die niedrige Expression im belichteten Mesophyll 
durch diese Elemente vermittelt wird (Schaeffner et al., 1991). Eine andere Studie konnte 
hingegen eine 5´- upstream Region (-907bp bis -455 bp) und eine 3´-Region (+720 bp bis 
+957 bp) identifizieren, welche zusammen partiell die RbcS1-Transkription in 
Mesophyllzellen von belichteten Blättern unterdrückt (Viret et al., 1994). Nach dieser 
Studie müsste zumindest am RbcS1-Gen höhere H3K4 Trimethylierung in den belichteten 
Bündelscheiden vorliegen, wenngleich die Studie lediglich eine partielle Repression des 
RbcS1-Promotors nachweisen konnte. 
Nur genauere Transkriptionsanalysen können über die RbcS1- und RbcS2-Transkription in 
belichteten Mesophyllzellen Aufschluss geben. Aufgrund der diskutierten Daten ist es 
jedoch wahrscheinlich, dass auch an diesen beiden Genen H3K4 Trimethylierung im 
Gewebe vorliegt, in dem diese potentiell aktiviert werden können. 
 
Letztendlich bekräftigt die Analyse weiterer gewebespezifisch exprimierter Gene im Blatt 
die Vermutung, dass die H3K4 Trimethylierung offensichtlich in der C4-Pflanze Mais aus 
einem gewebespezifischen Signal resultiert und die Funktion besitzt, Voraussetzung für die 
gewebespezifische Expression von Genen zu sein. Dagegen konnte für die Dimethylierung 
ermittelt werden, dass diese vermutlich nur auf dem C4-Pepc- und dem C4-Me-Gen mit der 
Repression dieser Gene korreliert. 
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4.3. Analyse der Histonacetylierung am C4-Pepc-Gen 
Neben der bisher diskutierten Histonmethylierung wurde auch die gewebespezifische 
Histonacetylierung am C4-Pepc-Promotor untersucht. Für eine Reihe an 
Histonacetylierungen (H3K9ac, H4K5ac und H4Hyp) konnte ein direkter Zusammenhang 
zwischen deren Etablierung am Pepc-Gen und der Belichtung der Pflanze ermittelt werden. 
Dagegen gibt es acetylierte Lysinreste an Histonen (H3K14ac, H3K18ac, H4K16ac) des 
Pepc-Gens, die unabhängig vom Licht im Maisblatt vorkommen. Zudem sind einige dieser 
Modifikationen (H4K16ac, H3K18ac) auch in anderen Geweben außer dem Maisblatt, wie 
z.B. der Wurzel, detektierbar. Zur Ermittlung, ob die Lichtinduktion der 
Histonacetylierung gewebespezifisch erfolgt, war die Acetylierung von H4 (H4Hyp) und 
H3K9 (H3K9ac) in 56 Stunden verdunkelten (56hD) und belichteten Bündelscheiden über 
den distalen und proximalen C4-Pepc-Promotor betrachtet worden. Die Analyse des 
Verhaltens von invarianten Modifikationen in Mesophyll- und Bündelscheidenzellen 
erfolgte hingegen exemplarisch mit einem Antikörper spezifisch gegen H3K18ac. Für das 
Histon H4 sowie H3K9 wurden eine niedrige Acetylierung, sowohl für den distalen als 
auch proximalen C4-Pepc-Promotor in 56 Stunden verdunkeltem Gewebe beobachtet 
(Abb. 3.17A+B). Nach Belichtung stieg diese am proximalen Promotor in Bündelscheiden 
auf das Niveau des Gesamtblattes an. Da bereits gezeigt wurde, dass die lichtinduzierte 
Histonacetylierung am C4-Pepc-Promotor durch Inhibition einer HDAC erfolgt 
(Offermann et al., 2006), kann man daraus ableiten, dass das notwendige HAT/HDAC-
System auch in Bündelscheiden etabliert ist. Deshalb führt die Signalweiterleitung in 
beiden Geweben des Blattes zur Aufacetylierung der Histone. Dieses Ergebnis deckt sich 
mit vorangegangenen Analysen (Offermann et al., 2006). Dagegen war in den 
Bündelscheiden am distalen Promotor im Gegensatz zum Gesamtblatt kein lichtinduzierter 
Anstieg in der Histonacetylierung detektierbar. Demnach findet für den distalen 
C4-Pepc-Promotor eine gewebespezifische auf das Mesophyll beschränkte Acetylierung 
nach Belichtung statt. Die Signalweiterleitung des Stimulus Licht erfolgt also für 
verschiedene Bereiche des Promotors in den Geweben des Blattes differentiell. Allerdings 
folgen alle lichtinduzierten Histonacetylierungen diesem Mechanismus.  
Für die H3K18ac, welche vor und nach Belichtung kein differentielles Bild im Gesamtblatt 
zeigte, wurde auch für die proximale Promotorregion in den Bündelscheiden kein 
Unterschied ermittelt (Abb. 3.17C). Im distalen Promotor ist diese Modifikation jedoch, 
genauso wie die lichtinduzierten Modifikationen, nicht vorhanden, obwohl im Gesamtblatt 
für diesen Promotorbereich H3K18 Acetylierung detektierbar ist (Abb. 3.17C). Damit lässt 
sich zusammenfassen, dass für den gesamten distalen Pepc-Promotor in Bündelscheiden 
keine Histonacetylierung stattfindet. Dafür kann es zwei Erklärungen geben: Entweder 
erfolgt die Signalweiterleitung des Lichtstimulus für diesen Promotorbereich auf das 
Mesophyll beschränkt, weil in den Bündelscheiden die Signalkaskade nicht etabliert ist. 
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Oder die Gewebespezifität ist ein Stimulus, welcher die Acetylierung auf dem distalen 
Promotor kontrolliert. Fehlt dieser Stimulus, dann erfolgt keine Histonacetylierung am 
distalen C4-Pepc-Promotor. Demnach müsste, wie in der Einleitung für den diurnalen 
Faktor erläutert, zunächst eine Integration des Stimulus Licht und einem Faktor, der die 
Gewebespezifität kontrolliert, erfolgen. 
Beide Mechanismen führen zu einer niedrigen Histonacetylierung am distalen Pepc-
Promotor in Bündelscheiden und geben somit für weitere Stimuli Aufschluss über die 
Signalweiterleitung in den Blattgeweben. Es stellte sich in vorangegangenen Analysen am 
Gesamtblatt heraus, dass unter Hormonmangel (Zeatin), sowie unter hoher 
Metabolitverfügbarkeit (Glucose), wodurch die C4-Pepc Transkription auch unter 
Belichtung reprimiert wird, die Pflanze nach einem für alle genannten 
Histonacetylierungen gleichen Muster reagiert. Während die Modifikationen aufgrund des 
Lichtstimulus am proximalen Pepc-Promotor bestehen bleiben, werden sie am distalen 
Bereich des Promotors entfernt (Offermann et al., 2008).  
Aufgrund dieser Beobachtung kann man für die gewebespezifische Signalintegration 
welche zur Promotoracetylierung führt, folgendes zusammenfassen: 
Proximal: Die Signalweiterleitung der auf diesen Bereich wirkenden Stimuli (Licht, 
dirunaler Rhythmus) erfolgt in beiden Blattgeweben. 
Distal: Es gibt hier, wie bereits erwähnt, zwei Möglichkeiten: (1) Die Signalweiterleitung 
aller bisher untersuchten Stimuli (Licht, diurnaler Rhythmus, Hormonmangel, 
Metabolitverfügbarkeit), erfolgt ausschließlich im Mesophyll, da die notwendige 
Signalkaskade in Bündelscheiden nicht etabliert ist. (2) Die Gewebespezifität ist, wie die 
Metabolitverfügbarkeit, der Hormonmangel, das Licht und auch der diurnale Rhythmus ein 
Stimulus, der die distale Promotoracetylierung am C4-Pepc-Gen kontrolliert. Fehlt einer 
dieser Stimuli findet keine Acetylierung statt. 
 
Weiterführende Untersuchungen zusätzlicher Stimuli müssten klären, ob diese 
Beobachtung in Zukunft Voraussagen ermöglicht, in welchen Blattgeweben die Pepc-
Promotoracetylierung aufgrund eines Stimulus erfolgt. Zudem könnten Analysen an 
weiteren gewebespezifisch exprimierten Genen Aufschluss darüber geben, inwiefern es 
sich hierbei um ein allgemeines Muster der Histonacetylierung handelt, nach dem die 
Signalintegration im Maisblatt erfolgt. Es wäre zudem interessant durch weitere 
Experimente zu erfahren, nach welchem der oben beschriebenen Mechanismen die 
mesophyllspezifische distale Promotoracetylierung reguliert wird. Dies herauszufinden 
wäre über den direkten Nachweis des HAT/HDAC-Systemes am Pepc-Promotor in den 
Bündelscheiden mit entsprechenden Antikörpern möglich. Ein solches Ergebnis könnte als 
Hinweis gewertet werden, dass die Signalkaskade auch in den Bündelscheiden etabliert ist. 
Gleichzeitig würde dies für einen gewebespezifischen Stimulus sprechen, der distale 
                                                                                                                                                          DIKUSSION 
115 
Promotoracetylierung reguliert. Andernfalls würde die Vermutung bekräftigt, dass die 
Signalkaskade in Bündelscheiden nicht etabliert ist und deshalb nur in den 
Mesophyllzellen Histonacetylierung am distalen Pepc-Promotor erfolgt.  
 
Um sicherzustellen, dass die analysierte Histonacetylierung am C4-Pepc-Promotor kausal 
nicht von der Elongation der RNA-Polymerase abhängig ist, wurde auch diese in 
α-Amanitin behandelten Pflanzen untersucht. Bisherige Studien am C4-Pepc-Promotor 
hatten ergeben, dass bestimmte Histonacetylierungen (H3K9ac, H4K5ac, H4Hyp) in 
unbelichtetem Blatt, der Wurzel und der Koleoptile auf niedrigem Niveau vorliegen. Damit 
korrelieren diese Modifikationen mit der niedrigen Transkriptionsrate (Offermann, 2008). 
Es konnte bisher nicht ausgeschlossen werden, dass die niedrige Histonacetylierung eher 
die Konsequenz als der Grund für die transkriptionelle Repression des C4-Pepc-Gens war. 
Es zeigte sich jedoch, dass die Promotoracetylierung nicht durch die Applikation von 
α-Amanitin beeinflusst wurde (Abb. 3.18). Ein ähnliches Verhalten konnte von Kouskouti 
und Talianidis (Kouskouti et al., 2005) in Säugerzellen beobachten werden. Auch hier 
veränderte eine 5-stündige α-Amanitin Behandlung die untersuchten Histonmodifikationen 
kaum. Aus diesen Ergebnissen lässt sich schlussfolgern, dass die beobachtete niedrige 
Transkription in Wurzeln, Koleoptilen und unbelichteten Blättern nicht die niedrige 
Promotoracetylierung in den untersuchten Zuständen bewirkt. Wenngleich es nur durch 
direkte Manipulation der Histonacetylierung möglich ist sicherzustellen, dass geringe 
Acetylierung an der Repression der Pepc-Genaktivität beteiligt ist, so lassen die 
dokumentierten Daten dies zumindest vermuten. Zudem würde diese Annahme mit der 
bereits erwähnten Studie in Hefen übereinstimmen, in der Modifikationen untersucht 
wurden, die an der Formierung des Initiationskomplexes der RNA-Polymerase II beteiligt 
sind. Nicht nur die H3K4 Trimethylierung ist demnach wichtig für die Bindung des TFIID-
Transkriptionsfaktors. Auch die am Pepc-Gen untersuchten Histonacetylierungen H3K9ac 
und H3K14ac bewirken in Kombination eine deutliche Steigerung der Interaktion 
zwischen TFIID und H3K4me3 in dieser Untersuchung. Durch diesen „Crosstalk“ kann 
beispielsweise die Bindung von TFIID gegenüber ING2, welches um die Bindung zu 
H3K4me3 kompetitiert und zur Repression von Genen führt, deutlich erhöht werden 
(Vermeulen et al., 2007). Da durch Belichtung die H3K9 Acetylierung am C4-Pepc-
Promotor ansteigt (Offermann et al., 2008), wäre damit der erläuterte Mechanismus auch 
für die Aktivierung des Pepc-Gens übertragbar.  
Zuvor wurde erläutert, dass H3K9ac allerdings am proximalen Promotor in beiden 
Geweben des Blattes bei Belichtung induziert wird (Abb. 3.17B). Damit ist die Steuerung 
der gewebespezifischen Transkription im Blatt über den TFIID-Transkriptionsfaktor durch 
H3K9ac unwahrscheinlich. Dies kann erneut als Hinweis gewertet werden, welche zentrale 
Bedeutung die H3K4 Trimethylierung für die gewebespezifische Expression des 
C4-Pepc-Gens hat. 
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Allerdings zeigten kürzliche Beobachtungen, dass die H3K9 Acetylierung nicht für die 
volle Induktion des Pepc-Gens notwendig ist (Horst, 2009). Dies spräche somit gegen eine 
Beteiligung von H3K9ac an dem Initiationsprozess der Transkription. Dies könnte jedoch 
darin begründet sein, dass weitere Reinitiationsprozesse am Promotor durch den 
vorangegangenen Aktivierungsprozess und der dadurch veränderten Chromatinumgebung 
erleichtert werden und deshalb H3K9 Acetylierung nur anfänglich notwendig ist. Diese 
Vermutung wird durch Untersuchungen gestützt. Diese zeigten, dass am Promotor nach 
der Aktivierung ein sogenannter „Scaffold-Komplex“ zurückbleibt, der die Reinitiation 
erleichtert. Diesem ist unter anderem auch der TFIID-Transkriptionsfaktor zugehörig 
(Hahn, 2004; Yudkovsky et al., 2000). 
 
Bisher wurde der Einfluss der Transkriptionsinhibition durch α-Amanitin auf die 
Pepc-Promotoracetylierung erläutert. Dabei stellte sich heraus, dass die Transkription nicht 
die Histonacetylierung am Promotor beeinflusst. Im Folgenden soll diskutiert werden, 
welchen Einfluss die Inhibition der Transkription auf die Histonacetylierung im 
kodierenden Bereich des C4-Pepc-Gens hat. 
Es zeigte sich, dass in α-Amanitin behandelten Pflanzen deutlich stärkere 
Histonacetylierung zu beobachten war als in den unbehandelten Pflanzen (Abb. 3.18A+B). 
Eine kürzlich erschienene Studie weist darauf hin, dass H3K36 in der transkribierten 
Region durch polymeraseasoziierte Faktoren während des Elongationsprozesses methyliert 
wird. Diese Methylierungsstelle dient nachfolgend der Rekrutierung von HDAC-
Komplexen, welche die entsprechenden Regionen deacetylieren und so einer kryptischen 
Initiation der Polymerase, abseits von der eigentlichen Transkriptionsinitiationsstelle, 
entgegenwirken (Lee et al., 2007). Dieser Mechanismus ist vermutlich auch der Grund für 
das hohe Acetylierungsniveau in der kodierenden Region des C4-Pepc-Gens nach 
Inhibition der Transkription durch α-Amanitin. Da die Elongation der Polymerase in 
diesen Pflanzen unterbunden ist, unterbleibt die Etablierung der H3K36 Methylierung und 
die Rekrutierung der HDAC-Komplexe kann nicht stattfinden. Zukünftige Experimente 
mit Antikörpern gegen die unterschiedlichen Formen der H3K36-Methylierung könnten 
Aufschluss darüber geben, ob dieser Mechanismus letztendlich auch wirklich am 
C4-Pepc-Gen in der erläuterten Form stattfindet. 
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4.4. Zum C4-Pepc-Gen homologe inaktive Pseudogene sind H3K9 
dimethyliert 
Die Dimethylierung von H3K9 wurde lange Zeit als klassischer Marker für 
Heterochromatin in Hefen, Säugertieren bis hin zu Pflanzen betrachtet (Henikoff, 2000; 
Nakagawa et al., 2002; Houben et al., 2003; Jackson et al., 2004; Mathieu et al., 2005). 
Dies wurde bekräftigt durch die Aufklärung des molekularen Mechanismus, nach dem 
H3K9 Dimethylierung über das HP1-Protein (Heterochromatin Bindinding Protein 1) die 
Repression von Genen vermittelt und somit die Bildung von Heterochromatin fördert 
(Bannister et al., 2001; Nakayama et al., 2001). Durch weitere genomweite Studien unter 
anderem auch in Mais wurde allerdings deutlich, dass diese Modifikation auch mit 
euchromatischen Bereichen korreliert (Shi et al., 2006). Mittlerweile wird der H3K9 
Dimethylierung deshalb eher eine duale Rolle zugeschrieben da, sie auch für den 
Aktivierungsprozess von Genen wichtig sein kann, dann allerdings während der 
Transkription entfernt wird (Lu et al., 2000; Vakoc et al., 2005; Yasuhara et al., 2006). 
In dieser Arbeit war es deshalb unerwartet im 5´-Bereich (Position +450) der kodierenden 
Region am C4-Pepc-Gen Dimethylierung von H3K9 unabhängig von der Transkription 
sowie dem Gewebe zu detektieren (Danker, 2007). Darüberhinaus hatten erste Analysen 
für diese Position ebenfalls DNA-Methylierung ergeben (Danker, 2007). Da DNA-
Methylierung und H3K9 Dimethylierung häufig im Genom korrelieren (Tamaru et al., 
2003), wurde der Bereich der H3K9 Dimethylierung, sowie DNA-Methylierung am C4-
Pepc-Gen genauer untersucht, um diesen Zusammenhang zu überprüfen. Dabei stellte sich 
heraus, dass H3K9 Dimethylierung und analog dazu auch DNA-Methylierung ab dem 
Transkriptionsstart bis ca. 1000 bp stromabwärts am C4-Pepc-Gen detektierbar waren 
(Abb. 3.19). Damit sind beide Modifikationen auf eine von Langdale et al. (1991) bereits 
vorausgesagte CpG-Insel begrenzt. Dies lässt auf einen mechanistischen Zusammenhang 
schließen. Zudem entspricht dies Daten anderer Studien, die zeigen, dass CpG-Inseln 
häufig DNA-methyliert sind und diese mit der Methylierung von H3K9 einhergehen. 
Daraus resultiert dann die Inaktivierung von Genen (Soppe et al., 2002).  
Da die Modifikationen jedoch auch im aktivierten Zustand des Pepc-Genes detektierbar 
waren kann dieser Zusammenhang nur unter folgender Annahme für das C4-Pepc-Gen 
gelten: Kürzliche Untersuchungen ergaben, dass in Hybridlinien von Mais bis zur 
30 Prozent der Allele von Genen eine differentielle Expression von mindestens 
zweifachem Unterschied aufwiesen. Das Spektrum umfasste dabei aber auch 
monoallelische Expression (Springer et al., 2007). Es wurde deshalb der Vermutung 
nachgegangen, inwieweit die DNA-Methylierung bzw. H3K9 Dimethylierung im 
Hybridmais Montello auf unterschiedlichen Allelen des C4-Pepc-Gens etabliert sind und 
somit deren Expression beeinflussen. Dafür mussten zunächst die Allelsequenzen des 
C4-Pepc-Gens im Montello ermittelt werden. Dies erfolgte über eine PCR mit einem 
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forward Primer der -700 bp und einem reverse Primer der +1800 bp relativ zum TIS des 
Pepc-Gens bindet. Die Sequenzierung der klonierten PCR-Produkte zeigten, wie erwartet 
zwei, unterschiedliche Allelsequenzen (Anhang Abb. 7.5). Anhand dieser Sequenz wurden 
dann allelspezifische qPCR-System etabliert (2.2.5.4.). 
Es stellte sich durch Messung mittels dieser qPCR-Systeme heraus, dass beide Pepc-Allele 
im Hybrid Montello tatsächlich deutlich unterschiedliche Transkription aufweisen, dies ist 
allerdings auch in dessen Eltern (FPWW und FSIX) der Fall (Abb. 3.20A-C). Dabei 
zeigten beide Allele die gewohnten drei Aktivitätszustände des Promotors: Inaktiv in der 
Wurzel, basal in den etiolierten und induziert in belichteten Blättern (Abb. 3.21). 
Offensichtlich unterliegen beide Allele des C4-Pepc-Gene trotz des stark unterschiedlichen 
Transkriptionsniveaus den bekannten Regulationsmechanismen. Um zu überprüfen, ob die 
unterschiedliche Transkription der Allele mit der H3K9 Dimethylierung auf einem der 
Allele korreliert, wurden H3K9me2-Präzipitate der Elternlinie sowie von Montello mit den 
allelspezifischen qPCR-Systemen analysiert. Dabei ergab sich eine Diskrepanz zwischen 
den Resultaten auf Ebene der hnRNA und der genomischen Sequenz. Während die 
Systeme FSIX und FPWW auf hnRNA-Ebene spezifisch nur Transkripte aus dem 
jeweiligen Elter detektierten (Abb. 3.20A+B), war auf genomischer Ebene im Elter FPWW 
eine Sequenz messbar, an die das FSIX-System bindet. Diese Sequenz zeigte zudem H3K9 
Dimethylierung (Abb.3.22). Um zu überprüfen, ob es sich dabei um ein Pseudogen 
handelt, wurde das H3K9me2- und das H3K9ac-Präzipitat des FSIX-Elter mit dem FSIX-
System, welches offensichtlich auch die Pseudogensequenz bindet, amplifiziert und die 
Produkte sequenziert. Sollte die aufgestellte Vermutung zutreffen, so müsste das 
H3K9me2-Präzipitat Sequenzbereiche des putativen Pseudo-C4-Pepc-Gens enthalten, nicht 
aber des C4-Pepc-Gens. Geht man zudem davon aus, dass nur aktive Genbereiche H3K9 
Acetylierung tragen (Koch et al., 2007; Gelato et al., 2008), so müsste demgegenüber der 
H3K9ac-Antikörper ausschließlich Chromatin des C4-Pepc-Gens präzipitieren. Um 
sicherzustellen, dass das putative Pseudogen inaktiv ist, wurde zudem die in der cDNA des 
FSIX-Elter enthaltene hnRNA von C4-Pepc auf die oben beschriebene Weise analysiert. 
Die sequenzierten PCR-Produkte des H3K9me2-Präzipitats wiesen alle die Sequenz eines 
Pseudogens auf (Tabelle 3.2). Damit ist offensichtlich, dass die H3K9me2 nicht auf dem 
aktiven C4-Pepc-Allel, sondern auf ein Pseudogen beschränkt ist. Zugleich befürwortet 
dieses Ergebnis, dass die differentielle Transkription der C4-Pepc-Allele im Hybrid 
Montello entgegen der ersten Vermutung nicht im Zusammenhang mit der H3K9 
Dimethylierung steht. Die PCR-Produkte des H3K9ac-Präzipitats und der cDNA wiesen 
dagegen alle die Sequenz des FSIX-Allels auf (Tabelle 3.2). Daraus lässt sich 
schlussfolgern, dass die H3K9ac entsprechend der Vermutung nur auf das aktiv 
transkribierte Pepc-Allel beschränkt ist. Zudem lässt sich aus den Ergebnissen der cDNA-
Amplifikation ableiten, dass das Pseudogen nicht transkribiert wird. 
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Die Ergebnisse zeigen damit ein sehr konistentes Bild. Anhand der durchgeführten 
Analyse der Präzipitate des FSIX-Elter ist erwiesen, dass dessen Genom ein zum C4-Pepc-
Gen weiteres homologes Pseudogen enthält. Da das Montello Genom einen 
Chromosomensatz des FSIX-Elter besitzt, enthält auch dieser das Pseudogen. Dies erklärt 
damit das H3K9me2-Signal, welches im 5´-Bereich der kodierenden Region in den 
bisherigen Untersuchungen mit qPCR-Systemen detektiert wurden, die auch das 
Pseudogen binden (Abb. 3.22). Da der FPWW-Elter nicht analysiert wurde, kann nur 
indirekt darauf geschlossen werden, dass auch dieser die Pseudogensequenz besitzt. 
Weitere Analysen des FSIX-Elter und des Hybrids Montello ergaben multiple 
Kopienzahlen des Pseudogens in deren Genom. Für den FSIX-Elter, wurden 
ca. 7 Pseudogenkopien ermittelt. Für den Hybrid Montello dagegen ca. 6 Pseudogene 
(Tabelle 3.3). Das Genom von Montello teilt sich einen Chromosomensatz des FSIX-Elter 
und einen des FPWW-Elter. Wenn der FPWW-Elter kein Pseudogen hat, sollten im 
Montello maximal 4 Pseudogene detektierbar sein. Deshalb lassen die höhere Anzahl 
ermittelter Pseudogenkopien im Montello auch auf Pseudogenkopien für das Genom des 
FPWW-Elter schließen. Dies deckt sich zudem mit den oben erläuterten Daten der qPCR-
Systeme +450 und FSIX, die beide das Pseudogen binden. Im FPWW-Elter waren mit 
beiden Systemen Sequenzbereiche amplifiziert worden, die zudem H3K9 dimethyliert sind 
(Abb. 3.22). Da außerdem ermittelt wurde, dass das Pseudogen nicht transkribiert wird, ist 
dieser Befund ebenfalls konsistent mit Transkriptionsmessungen des FPWW-Elter. 
Mit dem FSIX-Primersystem, welches nicht nur das FSIX-Allel, sondern erwiesenermaßen 
auch das Pseudogen bindet, konnten schließlich keine Transkripte im FPWW-Elter 
detektiert werden (Abb. 3.20B). Damit weisen alle ermittelten Daten auf das Vorkommen 
des inaktiven Pseudogens auch im Genom der FPWW-Elternlinie hin. Das Maisgenom 
enthält demnach unabhängig von der betrachteten Maislinie offensichlich multiple 
Pseudogenkopien. Dies kann als Hinweis für mehrere Duplikationsereignisse gewertet 
werden. Diese Vermutung wird von der Annahme gestützt, dass innerhalb der vergangenen 
ca. 5 Millionen Jahren, mindestens ein Duplikationsereignis in Mais stattgefunden hat, 
welches das komplette Genom umfasste (Lai et al., 2004; Swigonova et al., 2004).  
 
Problematisch an diesem Befund ist dessen Auswirkung auf die Ergebnisse der ChIP-
Analysen. In allen Analysen dieser Arbeit wurde die präzipitierte Menge an Chromatin auf 
die eingesetzte Chromatinausgangsmenge standardisiert. Da beispielweise die H3K9ac nur 
am C4-Pepc-Gen und nicht am Pseudogen vorkommt, die Primersysteme aber alle aktiven 
und inaktiven C4-Pepc-Genkopien detektieren, hat diese Form der Standardisierung 
Konsequenzen auf die ChIP-Ergebnisse. Deshalb resultiert aus der Standardisierung auf 
die Chromatinausgangsmenge ein artifiziell geringes H3K9ac-Signal an der Position +450 
des C4-Pepc-Gens. Wird dagegen die Anzahl der zusätzlich detektierten Pseudogene 
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berücksichtigt, so zeigt sich zu Beginn der kodierenden Region am aktiven C4-Pepc-Gen 
entgegen früherer Ergebnisse (Offermann et al., 2008) keine Abnahme der H3K9 
Acetylierung (Daten nicht gezeigt). Dies gilt auch für die in dieser Arbeit untersuchten 
H3K4 Methylierungen. Daraus resultiert beispielweise für die H3K4 Trimethylierung am 
C4-Pepc-Gen, dass dessen Muster über die kodierende Region entgegen früherer 
Beobachtungen jetzt sehr dem der anderen untersuchten Gene gleicht (Daten nicht 
gezeigt). Die H3K4 Trimethylierung steigt ab dem proximalen Promotor zum Beginn der 
kodierenden Region auf ein Maximum an und fällt dann zum 3´-Ende des Gens wieder ab. 
Dieses Muster entspricht dem genomweiter Studien (Barski et al., 2007; Li et al., 2008a) 
und zeigt zudem große Ähnlichkeit zum C4-Me-Gen. 
Außerdem konnte durch diese Erkenntnis ermittelt werden, dass beide Allele des C4-Pepc-
Gens in Montello trotz ihres stark unterschiedlichen Expressionsniveaus gleiche H3K9 
Acetylierung bei Belichtung im Blatt aufweisen (Daten nicht gezeigt). Dies kann als 
weiterer Hinweis gewertet werden, dass die H3K9 Acetylierung nicht von der 
Transkription abhängig ist. Andernfalls hätten sich für diese Position deutliche 
Unterschiede an den beiden Allelen des C4-Pepc-Gens ergeben müssen. Diese 
Schlussfolgerung wird zudem durch die Beobachtung gestützt, dass H3K9 Acetylierung 
auf dem FPWW-Allel in etiolierten Pflanzen erniedrigt ist. Dagegen ist diese auf dem 
FSIX-Allel in grünen Pflanzen vorhanden, obwohl beide Allele in den unterschiedlichen 
Situationen etwa gleich stark transkribiert werden (Daten nicht gezeigt). Damit bestätigen 
die Ergebnisse dieser Analyse indirekt die Resultate und damit auch die diskutierten 
Schlussfolgerungen des α-Amanitin Versuchs (4.3.). Die Histonacetylierung ist demnach 
die Folge der Signalintegration und nicht der Transkriptionsrate des C4-Pepc-Gens. 
 
Die diskutierten Analysen ergaben letztendlich, dass im Maisgenom multiple inaktive 
Pseudo-C4-Pepc-Genkopien vorkommen, die H3K9 dimethyliert sind. Es stellte sich 
deshalb die Frage, inwieweit diese Pseudogene eine funktionale Struktur besitzen und 
aufgrund der DNA-Methylierung bzw- H3K9 Dimethylierung inaktiv vorliegen oder diese 
Modifikationen vielmehr die Folge der deformierten Genstruktur sind. Dies könnte einen 
entscheidenden Einfluss auf den Mechanismus für die Etablierung der Modifikationen 
haben. Prinzipiell sind zwei Mechnismen denkbar. Wäre das Pseudogen im Prinzip 
funktionsfähig, so ist ein RNAi-vermittelter Mechanismus (RNA-directed DNA-
Methylation, RdDM) vorstellbar um H3K9me2 und DNA-Methylierung zu etablieren und 
somit die zusätzlichen Pseudo-C4-Pepc-Genkopien auszuschalten (Grewal and Rice, 2004; 
Matzke and Birchler, 2005). Für diesen Prozess müsste dann allerdings ursprünglich 
Transkript des Pseudogens vorgelegen haben, welcher damit wiederum eine 
funktionsfähige Genstruktur voraussetzt. Zudem müsste das Transkript des Pseudogens 
deutlich unterschiedlich zum aktiven C4-Pepc-Gen sein, da sonst der RNAi-Prozess alle 
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Gene inaktivieren würde. Besitzt andernsfalls das Pseudogen eine deformierte Genstruktur, 
die eine Transkription nicht zulässt, dann ist es eher vorstellbar, dass die H3K9 
Dimethylierung bzw. DNA-Methylierung eine Reaktion ist, die von dem 
RNAi-vermittelten Mechanismus unabhängig ist (Grewal et al., 2007). Vielmehr könnte 
dann die Chromatinumgebung ein Grund für die Modifikationen sein, da die Pseudogene 
beispielsweise in einem heterochromatischen Bereich des Genoms lokalisiert sind. 
Die Strukturanalyse des Pseudogens könnte somit Hinweise darauf gegeben, welcher 
Mechanismus zur Etablierung der Modifikationen führte. Die Strukturanalyse kann über 
PCRs erfolgen, in denen die forward Primer (-131bp, -41 bp, +57 bp) in verschiedenen 
Bereichen der Promotorregion des C4-Pepc-Gens binden und mit einem reverse Primer 
kombiniert werden, der im bekannten Bereich der Pseudogensequenz bindet (Abb. 3.24). 
Anhand der Ergebnisse der PCR kann dann darauf geschlossen werden, inwieweit der 
Bereich des C4-Pepc-Promotors dem des Pseudogens gleicht. Diese Analyse wurden mit 
Matrize der H3K9me2- als auch H3K9ac-Präzipitate durchgeführt. Da das H3K9me2-
Präzipitat ausschließlich Pseudogensequenz enthält, wird dadurch eine Amplifikation der 
C4-Pepc-Gensequenz vermieden und somit sichergestellt, dass die Amplifikation der 
PCR-Produkte ausschließlich von der Pseudogensequenz erfolgte. Mittels des H3K9ac-
Präzipitats kann hingegen ermittelt werden, ob die verwendeten Primerkombinationen in 
der PCR funktionieren. Mit dem H3K9ac-Präzipitat als Matrize wurden Produkte der 
erwarteten Größe amplifiziert (Abb. 3.25A). Dies weist zum einen darauf hin, dass die 
Primerkombinationen prinzipiell funktionieren und zum anderen, dass die Promotorregion 
des C4-Pepc-Gens mit den Primern detektierbar ist. Dagegen waren im H3K9me2-
Präzipitat keine Produkte mit den Primerkombinationen amplifiziert worden, deren 
forward Primer in der Promotorregion binden. Lediglich mit dem forward Primer +57 bp, 
über den aufgrund der Sequenzierungen bekannt war, dass er in der Pseudogensequenz 
bindet, wurden Produkte in der PCR amplifiziert (Abb. 3.25B). Daraus lässt sich schließen, 
dass die Promotorsequenz des Pseudogens im Vergleich zur C4-Pepc-Promotorsequenz zu 
unterschiedlich ist und deshalb die verwendeten forward Primer in der PCR nicht binden 
können. Dieses Ergebnis deckt sich mit den Ergebnissen der PCR, die durchgeführt wurde, 
um die Allelsequenzen des C4-Pepc-Gens in Montello zu ermitteln. Auch bei dieser PCR 
wurde ein forward Primer verwendet, der in der Promotorregion (-700bp) bindet. In dieser 
PCR wurde die Pseudogensequenz offensichtlich ebenfalls nicht amplifiziert, da alle 
klonierten PCR-Produkte in der Sequenzierung keine Übereinstimmung mit dem 
Pseudogen aufwiesen (Daten nicht gezeigt). Diese Befunde befürworten eher eine 
deformierte Genstruktur bei der entweder der Promotor stark verändert ist oder ganz fehlt. 
Eine anfängliche Transkription des Pseudogens ist demnach nicht wahrscheinlich. Dies 
spricht dafür, dass die Chromatinumgebung ein Grund für die Modifikationen ist, da die 
Pseudogene beispielsweise in einem heterochromatischen Bereich des Genoms vorliegen.  
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Weitere Hinweise für den Mechanismus würde eine Analyse der Promotorsequenz des 
Pseudogens erbringen. Vorstellbar wäre die Promotorsequenz über ein Genome Walking 
zu ermitteln. Bei dem Genome Walking handelt es sich um eine PCR-basierte Methode, 
mit deren Hilfe man aus einem bekannten Genbereich in unbekannte Sequenzregionen 
amplifizieren kann (Mishra et al., 2002). Eine elegante Möglichkeit wäre es das Genome 
Walking auf Basis des H3K9me2-Präzipitats durchzuführen. Da beim Genome Walking 
besonders lange Primer mit hohen Schmelztemperaturen eingesetzt werden, ist es 
wahrscheinlich problematisch, diese spezifisch für das Pseudogen zu generieren. Dieses 
Problem würde durch die Verwendung des H3K9me2-Präzipitats als Matrize entfallen. 
Zudem könnte man durch diesen Versuchsansatz ebenfalls späteren Schwierigkeiten bei 
der Unterscheidung der generierten Sequenzinformationen zwischen Pseudogensequenz 
und C4-Pepc-Gensequenz aus dem Weg gehen. 
 
Letztendlich konnten die diskutierten Daten damit zeigen, dass die am C4-Pepc-Gen 
detektierte H3K9me2, entgegen früherer Vermutungen, keine Rolle bei der Regulation des 
C4-Pepc-Gens zukommt. Die Untersuchungen erbrachten vielmehr, dass im Genom von 
Mais multiple nicht transkribierte Pseudo-C4-Pepc-Genkopien vorkommen, auf welche die 
H3K9 Dimethylierung beschränkt ist. 
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4.5. Modifiziertes Modell zur Signalintegration auf Chromatinebene am 
C4-Pepc-Gen 
Die in der vorliegenden Arbeit ermittelten Ergebnisse ermöglichen eine Modifikation des 
in der Einleitung (1.3.3.) beschriebenen Modells zur Signalintegration auf Chromatinebene 
am C4-Pepc-Promotor. Dazu werden die in den vorhergehenden Abschnitten diskutierten 
Aspekte zusammengefasst und das Arbeitsmodell dahingehend angepasst.  
Aufgrund der Erkenntnisse zur gewebespezifischen Histonacetylierung am C4-Pepc-
Promotor sind zwei Modelle möglich (Abb. 4.2+4.3). Beide haben gemeinsam, dass bisher 
vier Stimuli im Fokus der Untersuchungen standen. Dabei lag die Methylierung von H3K4 
im Mittelpunkt der vorliegenden Arbeit, da ihr eine zentrale Rolle in der Regulation der 
gewebespezifischen Expression des C4-Pepc-Gens zugesprochen wurde. 
Es konnten folgende Aussagen für das C4-Pepc-Gen ermittelt werden: Die Analyse 
verschiedener Gewebe ergab, dass die H3K4 Trimethylierung am C4-Pepc-Gen 
ausschließlich im Blatt vorkommt. Dort wird diese Modifikation während der Entwicklung 
der Maispflanze nicht nur licht-, sondern auch transkriptionsunabhängig etabliert. Diese 
Unabhängigkeit von der Transkription erfolgt allerdings entgegen vorangegangener 
Vermutungen nur auf den Promotor beschränkt. Da H3K4me3 am Pepc-Gen zudem im 
Blatt nur in den Mesophyllzellen etabliert wird (Danker, 2007), lässt dies vermuten, dass 
diese Modifikation offensichtlich für die gewebespezifische Aktivierung des C4-Pepc-
Promotors notwendig ist. 
Bis dato galt die Erkenntnis, dass die Histonacetylierung sehr komplex über die bisher 
untersuchten Stimuli Licht, Metabolite, sowie einen diurnalen Faktor reguliert wird. 
Dagegen spielte das Gewebe keine Rolle. Licht führt unabhängig von der Transkription zur 
Histonacetylierung am distalen und proximalen Promotor. Dagegen kommt es unter 
Metabolitrepression bzw. Hormonmangel auch bei Belichtung zu einer Deacetylierung des 
Promotors, welche allerdings auf den distalen Bereich beschränkt bleibt. Der diurnale 
Faktor beeinflusst hingegen trotz Belichtung die Histonacetylierung über den gesamten 
Promotorbereich und unterdrückt diese je nach Tageszeit. Demnach erfolgt am proximalen 
und distalen Promotor die Signalintegration auf Chromatinebene in Abhängigkeit vom 
Stimulus differentiell. Diese Erkenntnis kann auf die Regulation der gewebespezifischen 
Histonacetylierung erweitert werden. Die proximale Promotoracetylierung erfolgt sowohl 
in den Bündelscheiden- als auch den Mesopyhllzellen. Dagegen sind durch die Analyse der 
getrennten Gewebe für den distalen Promotorbereich bisher zwei Mechanismen möglich, 
nach denen die gewebespezifische Histonacetylierung am C4-Pepc-Gen reguliert wird. Bei 
der ersten Möglichkeit spielt, wie in Abbildung 4.2 dargestellt, auch der Stimulus 
„Gewebe“ eine entscheidende Rolle für die Histonacetylierung. Dieser ist einer von vier 
Reizen, welche in einem Integrationsprozess die Histonacetylierung am distalen Promotor 
beeinflussen. Nur in den Bündelscheiden bewirkt dieser Prozess die Deacetylierung des 
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distalen Pepc-Promotors, während in den Mesophyllzellen Acetylierung erfolgt. Die 
zweite Möglichkeit der gewebespezifischen Histonacetylierung ist in Abbildung 4.3 
dargestellt. 
 
 
Abbildung 4.2: Erweitertes Modell zur Signalintegration auf Chromatinebene des C4-Pepc-Promotors 
Dargestellt ist das erweiterte Arbeitsmodell zur Signalintegration auf Chromatinebene des C4-Pepc-Gens. Licht führt zur 
Induktion der Histonacetylierung des proximalen und distalen Promotors. Ein diurnaler Faktor wirkt dem zu bestimmten 
Tageszeiten entgegen. Metabolite beeinflussen ebenfalls die distale Promotoracetylierung. Ein neuer Aspekt in diesem 
Modell kommt dem Gewebe zu. Wurde bisher davon ausgegangen, dass dieses nur die H3K4 Trimethylierung am C4-
Pepc-Promotor beeinflusst, zeigen die Daten dieser Arbeit auch einen Einfluss des Gewebes auf die Histonacetylierung. 
Im proximalen Promotorbereich hat dieser Stimulus keine Bedeutung, weshalb dieser Bereich in beiden Geweben des 
Blattes acetyliert wird. Dagegen hat der Gewebestimulus die gewebespezifische Deacetylierung des distalen Promotors in 
den Bündelscheiden zur Folge. Weitere Erklärungen siehe Text. 
 
In diesem Modell wird davon ausgegangen, dass die erforderliche Signalkaskade in den 
Bündelscheiden im Gegensatz zu den Mesophyllzellen nicht etabliert ist, um die distale 
Promotoracetylierung zu vermitteln. Dem Gewebe selber wird also kein regulierender 
Charakter zugeschrieben. Unabhängig davon, welcher Mechanismus am C4-Pepc-
Promotor vorliegt, haben beide die mesophyllspezifische distale Promotoracetylierung zur 
Folge, welche die Aktivität des C4-Pepc-Gens beeinflusst. Letztendlich zeigen diese 
Erkenntnisse, dass auch die gewebespezifische Histonacetylierung in Abhängigkeit von der 
Promotorregion differentiell reguliert wird. Die beiden erläuterten Modelle zur 
Signalintegration führen unabhängig voneinander zu einem identischen, sehr spezifischen 
Muster an Histonmodifikationen am C4-Pepc-Promotor.  
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Dabei deuten die hohen Kombinationsmöglichkeiten an Histonmodifikationen am Pepc-
Promotor darauf hin, dass dessen Signalintegration auf Chromatinebene die Vermutung 
einer „Histon-Sprache“ stützt (Berger, 2007). Nach einem weiteren 
Signalintegrationsprozess, der vermutlich über das „Auslesen“ des Modifikationsmusters 
durch Effektorproteine erfolgt, wird dann die Promotoraktivität des C4-Pepc-Gens 
reguliert. 
 
 
Abbildung 4.3: Zusätzlich mögliches Modell zur Signalintegration auf Chromatinebene des C4-Pepc-Promotors 
Dargestellt ist ein zusätzliches Arbeitsmodell zur Signalintegration auf Chromatinebene des C4-Pepc-Gens. Hierbei führt 
Licht zur Induktion der Histonacetylierung des proximalen und distalen Promotors. Ein diurnaler Faktor wirkt dem an 
bestimmten Tageszeiten entgegen. Metabolite beeinflussen ebenfalls die distale Promotoracetylierung. Während im 
proximalen Promotorbereich die Signalkaskade für die Histonacetylierung in beiden Geweben des Blattes etabliert ist, 
geht dieses Modell im Gegensatz zu dem der Abbildung 4.2 davon aus, dass die notwendige Signalkaskade für die 
Etablierung der distalen Promotoracetylierung in den Bündelscheiden nicht vorhanden ist. Deshalb kommt es nur im 
proximalen Promotorbereich zu einer Histonacetylierung in beiden Geweben. Damit unterliegt in diesem Modell 
weiterhin nur die H3K4 Trimethylierung am C4-Pepc-Promotor einem gewebespezifischen Signal. Weitere Erklärungen 
siehe Text. 
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5. Zusammenfassung 
Die Regulation der am C4-Zyklus beteiligten Gene wird durch eine Vielzahl interner und 
externer leicht manipulierbarer Stimuli beeinflusst. Deshalb sind diese Gene besonders 
geeignet, die Signalintegration auf Chromatinebene zu untersuchen. In vorangegangenen 
Studien erfolgte dies im Wesentlichen anhand der Analyse des C4-spezifischen Pepc-Gens. 
Daraus ergab sich für den Promotor eine komplexe Regulation von Histonmethylierung 
und -acetylierung durch spezifische Stimuli. 
In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die zuvor für das C4-Pepc-Gen beschriebene 
Gewebespezifität der Trimethylierung von H3K4 auch für das C4-Me-Gen, sowie acht 
weitere Gene im Blatt zutrifft. Zudem konnte exemplarisch am C4-Pepc- und C4-Me-
Promotor die Anwesenheit der H3K4 Trimethylierung unabhängig vom 
Transkriptionszustand der Gene sichergestellt werden. Durch umfangreiche 
Untersuchungen verschiedener Gewebe der Maispflanze wurde für beide Gene außerdem 
sichergestellt, dass H3K4me3 nur in dem Blattgewebe vorkommt, in dem die Gene 
potentiell aktivierbar sind. Über die Analyse embryogener Kallus Kulturen wurde darüber 
hinaus identifiziert, dass diese Modifikation während der Blattentwicklung etabliert wird. 
Hierfür konnte eine neue Methode zur Standardisierung von ChIP-Analysen entwickelt 
werden, die eine Betrachtung strukturell stark unterschiedlicher Gewebe ermöglicht. Die 
erläuterten Erkenntnisse lassen für die H3K4 Trimethylierung weiterhin vermuten, dass 
diese für die gewebespezifische Expression von Genen im Blatt von entscheidender 
Bedeutung ist und zudem ein gewebespezifischer Stimulus diese Modifikation beeinflusst. 
Der Vergleich der beiden Blattgewebe ergab, dass diese sich ebenfalls in der 
Histonacetylierung am C4-Pepc-Promotor unterscheiden. Demnach findet eine 
mesophyllspezifische Promotoracetylierung statt, die sich jedoch auf den distalen 
Promotorbereich beschränkt. Im proximalen Bereich konnte hingegen kein Einfluss des 
Gewebes beobachtet werden. Auch dieses beschriebene Acetylierungsmuster wird 
unabhängig von der Transkription des Gens etabliert. 
Abschließend wurde eine allelspezifische Analyse epigenetischer Modifikationen 
durchgeführt. Hierdurch sollten Gründe für das Vorkommen repressiver, epigenetischer 
Marker (H3K9me2 und DNA-Methylierung) am Pepc-Gen ermittelt werden. Die 
Untersuchung erbrachte als überraschendes Ergebnis das multiple Vorkommen von 
Pseudo-C4-Pepc-Genkopien im Maisgenom. Diese inaktiven Pseudogenkopien sind im 
Gegensatz zum aktiven C4-Pepc-Gen mit repressiven Modifikationen markiert. Weiterhin 
konnten erhebliche Unterschiede in der Aktivität der beiden elterlichen Genallele in einer 
Hybrid-Maissorte beobachtet werden, die jedoch nicht auf einem unterschiedlichen 
Acetylierungsniveau der Histone beruhen. 
Aufgrund dieser Ergebnisse war es möglich weitere Erkenntnisse zu gewinnen, die das 
Verständnis der Signalintegration auf Chromatinebene in Mais erweitern.
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6. Abstract 
The regulation of C4-specific genes is influenced by many internal and external stimuli that 
are easily manipulated. Thus, C4-genes are good candidates to investigate signal 
integration on the chromatin level. Recent studies that focused on the C4-specific Pepc-
gene revealed a complex promoter regulation due to histonmethylation and -acetylation 
influenced by specific stimuli. 
Recent results for the C4-specific Pepc-gene revealed that specific histone acetylation and 
methylation sites are controlled by specific stimuli and that this contributes to a complex 
promoter regulation. 
In this study it became evident that the C4-Me-gene as well as eight additional analyzed 
genes show tissue specific trimethylation of H3K4 as shown before for the C4-Pepc-gene. 
This modification is neither influenced by transcription nor by light. Extensive studies of 
different tissues also verified that H3K4me3 is etablished only in the tissue of leaves where 
the genes can be later activated by light. Moreover, analysis of embryonic callus cultures 
revealed that H3K4 trimethylation is induced during the process of cell differentiation. To 
enable such comarison of chromatin from different tissues in ChIP-analyses, a new method 
was developed. The presented data indicate that H3K4 trimethylation is a mark for tissue-
specific expression of genes in leaves of maize and the establishment of this modification 
is influenced by a tissue-specific signal. 
The comparison of leaf tissues also revealed a tissue-specific histone acetylation of the  
C4-Pepc-promoter. This applies exclusively for the distal, but not the proximal promoter 
region. Again, this pattern is established independent of transcription of the gene. 
In the last part of the thesis, allele-specific epigenetic modifications were investigated. By 
this, an explanation for the earlier described repressive epigenetic marks (H3K9me2 and 
DNA-methylation) on the active Pepc-gene was identified: The maize genome harbours 
multiple copies of pseudo-C4-Pepc-genes. Unlike the active C4-Pepc-gene, these inactive 
copies are labeled by repressive modifications. Furthermore, significant differences in gene 
activity were found between the two Pepc-alleles of a hybrid maize line. However, these 
transcriptional differences are not caused by differences in histone acetylation. 
These results expand our knowledge about the role of chromatin in signal integration in 
plants. 
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7. Anhang 
7.1. Abbildungen 
7.1.1. Sequenzermittlung 
 
Abbildung 7.1: Nach Datenbankvergleichen zusammengesetzte C4-Me-Gensequenz 
Die genomischen Sequenzen wurden über Datenbankvergleiche (www.pubmed.org und www.plantgdb.org) ausgehend 
von der mRNA-Sequenz mit der gi168527 ermittelt. 
 
7.1.2. Korrelationsgeraden für die ChIP-Analysen der Kallus Kulturen 
 
ZmGSSTuc11-12-04.163608.1
ZmGSSTuc11-12-04.29936.1
ZmGSSTuc11-12-04.9463.1
gi30902252
ZmGSSTuc11-12-04.763.1
gi148807038 + gi115292543
C4-Me-Gensequenz
H3K4me3Gapdh-1 Actin-1
(A) Position: Promotor   (B) Position: Promotor  
Copia
Es war kein Signal in Kalli detektierbar.
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Abbildung 7.2: Einfluss der ChIP-Effizienz und der Formaldeyhdfixierung auf Referenzgenen in Kallus Kulturen 
(A-G) Dargestellt ist der Zusammenhang zwischen der ChIP-Effizienz und der Effizienz der Formaldehydfixierung bei 
Maiskalli für die Positionen am Actin-1-Promotor, Gapdh-1-Promotor und dem Retrotransposon Copia unter 
Verwendung der Antikörper, die spezifisch für die Histon H3 Lysin 4 Trimethylierung (H3K4me3), die Hyperacetylierte 
Form von Histon H4 (H4Hyp) und die invariante C-terminale Domäne von Histon H3 (H3C). In den Abbildungen wurde 
die mit den Antikörpern präzipitierte Menge an Chromatin auf die Chromatinausgangsmenge normalisiert (y-Achse: % of 
input). Die mit der FAIRE-Methode ermittelten Werte auf der x-Achse der Abbildungen geben die prozentuale Fixierung 
der Probe im Verhältnis zur unfixierten Probe an (2.2.3.4.). Die Datenpunkte basieren auf zwei unabhängig voneinander 
durchgeführten Experimenten. R2 = Korrelationskoeffizient. 
 
H4Hyp   Gapdh-1 Actin-1
(C) Position: Promotor   (D) Position: Promotor  
Copia
Es war kein Signal in Kalli detektierbar.
H3C     
(E) Position: Promotor   (F) Position: Promotor  
Copia
Gapdh-1 Actin-1
(G) Position: Reverse Transkriptase
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H3K4me3C4-Pepc-Gen C4-Me-Gen
(A) Position: ‐200   (D) Position: ‐240  
(B) Position: +450  
(C) Position: +4300
Für die Positionen  ‐1300, +1900 und +5900 war kein Signal in 
Kalli detektierbar.
(E) Position: +340  
(F) Position: +1700
(G) Position: +4100
Für die Positionen  ‐1600 und +5300 war kein Signal in Kalli 
detektierbar.
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H3K4me2C4-Pepc-Gen C4-Me-Gen
(H) Position: ‐200   (L) Position: ‐240  
(I) Position: +450  
(J) Position: +1900
Für die Positionen  ‐1300 und+5900 war kein Signal in Kalli 
detektierbar.
(M) Position: +340  
(N) Position: +1700
(O) Position: +4100
Für die Positionen  ‐1600 und +5300 war kein Signal in Kalli 
detektierbar.
(K) Position: +4300
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H3K4me1C4-Pepc-Gen C4-Me-Gen
(P) Position: ‐1300   (T) Position: ‐1600  
(Q) Position: ‐200  
(R) Position: +450
(U) Position: ‐240  
(V) Position: +340
(W) Position: +1700(S) Position: +1900
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H3K4me1C4-Pepc-Gen C4-Me-Gen
(X) Position: +4300   (Z) Position: +4100  
(Y) Position: +5900   (AA) Position: +5300  
H3C     C4-Pepc-Gen C4-Me-Gen
(AB) Position: ‐1300   (AD) Position: +4100  
(AC) Position: ‐200   (AE) Position: ‐240  
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Abbildung 7.3: Zusammenhang zwischen der ChIP-Effizienz und der Formaldeyhdfixierung am C4-Pepc- und  C4-
Me-Gen in Kallus Kulturen 
(A-G) Dargestellt ist der Zusammenhang zwischen der ChIP-Effizienz und der Effizienz der Formaldehydfixierung bei 
Maiskalli für Positionen am C4-Pepc-Gen und am C4-Me-Gen. Repräsentativ wurden Positionen im distalen (Pepc: -1300 
bp, Me: -1600 bp) und proximalen Promotor (-200 bp, -240 bp), dem Beginn (450 bp , 340 bp), der Mitte (1900 bp, 1700 
bp) dem Ende (4900 bp, 4100 bp) der transkribierten Region, sowie eines intergenen Bereichs (5900 bp, 5300 bp) 
gemessen (Abb. 3.3A+B). Es wurden spezifische Antikörper gegen die tri- (me3), di- (me2), monomethylierte (me1) 
Form von Histon 3 lysin 4 (H3K4), sowie die invariante C-terminale Domäne von Histon H3 (H3C) verwendet. In den 
Abbildungen wurde die mit den Antikörpern präzipitierte Menge an Chromatin auf die Chromatinausgangsmenge 
normalisiert (y-Achse: % of input). Die mit der FAIRE-Methode ermittelten Werte auf der x-Achse der Abbildungen 
geben die prozentuale Fixierung der Probe im Verhältnis zur unfixierten Probe an (2.2.3.4.). Die Datenpunkte basieren 
auf zwei unabhängig voneinander durchgeführten Experimenten. R2 = Korrelationskoeffizient. 
H3C   C4-Pepc-Gen C4-Me-Gen
(AF) Position: +450   (AG) Position: +340  
(AH) Position: +1900  
(AJ) Position: +4300
(AI) Position: +1700  
(AK) Position: +4100
(AM) Position: +5300(AL) Position: +5900
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7.1.3. Sequenzvergleiche 
7.1.3.1. Sequenzvergleich der C4-Pepc-Allele mit dem Pseudo-C4-Pepc-Gen 
 
Abbildung 7.4: Vergleich der Allelsequenzen des C4-Pepc-Gens und der Pseudogensequenz 
Dargestellt ist der Sequenzvergleich der Allele des C4-Pepc-Gens und des Pseudogens, welcher durch die Amplifikation 
der allelspezifischen qPCR-Systeme (FPWW Allel und FSIX Allel, Tabelle 2.8) nach der Sequenzierung ermittelt wurde. 
Die PCR-Systeme sind +420 bp stromabwärts relativ zum Transkriptionsstart lokalisiert. 
 
7.1.3.2. Vergleich der Allelsequenzen des C4-Pepc-Gens 
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Abbildung 7.5: Vergleich der Allelsequenzen des C4-Pepc-Gens im Hybridmais Montello 
Dargestellt ist der Sequenzvergleich der Allele des C4-Pepc-Gens aus dem Hybridmais Montello. Die angegebenen 
Sequenzen sind ein Auszug der C4-Pepc-Gensequenz. Für das FPWW-Allel ist die Sequenzinformation von -581 bp bis 
+1913 bp relativ zum Transkriptionsinitiationsstart (TIS) angegeben. Für das FSIX-Allel ist hingegen die Sequenz von 
-581 bp bis +1722 bp relativ zum TIS abgebildet. 
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7.5. Abkürzungsverzeichnis 
ATP    Adenosintriphosphat 
BAC    Bacteria artificial chromosome 
bp    Basenpaare 
bzw.    beziehungsweise 
°C    Grad Celsius 
ca.    circa 
CA    Carboanhydrase 
cDNA    copy DNA (Kopie-DNA) 
cm    Zentimeter 
CO2    Kohlenstoffdioxid 
cv.    Kultivar 
dATP    Desoxyadenosintriphosphat 
dCTP    Desoxycytidintriphosphat 
ddATP   Didesoxyadenosintriphosphat 
ddCTP    Didesoxycytidintriphosphat 
ddGTP   Didesoxyguanosintriphosphat 
ddNTP(s)   Didesoxynukleotidtriphosphat(e) 
ddTTP    Didesoxythymidintriphosphat 
dest.    destilliert 
dGTP    Desoxyguanosintriphosphat  
d.h.    das heißt  
DNA    Desoxyribonukleinsäure 
DNase    Desoxyribonuklease 
dNTP(s)   Desoxynukleotidtriphosphat(e) 
dTTP    Desoxythymidintriphosphat 
dUTP    Desoxyuridintriphosphat 
EDTA    Ethylendiamintetraessigsäure 
EtBr    Ethidiumbromid 
g    Erdbeschleunigung 
Gapdh    Glyceraldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase 
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h    Stunde 
HCO3-    Bicarbonat 
H2O dest.   Destilliertes Wasser 
kb    Kilobasen  
LB-Medium   Luria-Bertani Flüssigmedium 
LB-Platten    Luria-Bertani Platten 
M    Molar 
m    Meter 
Mdh    Malatdehydrogenase 
Me    Malatenzym 
mg    Milligramm 
µg    Mikrogramm 
MgCl2    Magnesiumchlorid 
Min.    Minuten 
mJ    Milli Joule 
ml    Milliliter 
µl    Mikroliter 
mm    Millimeter 
mM    Millimolar 
M-MLV   Moloney Murine Leukemia Virus 
µmol    Mikromol 
mol    Stoffmenge 
mRNA   messenger Ribonukleinsäure 
µs    Mikrosekunde 
NADPH   Nicotinamid-Adenin-Dinukleotidphosphat (reduziert) 
ng    Nanogramm 
nm    Nanometer 
nM    Nanomolar 
nmol    Nanomol 
NTK    Negativkontrolle 
NTP(s)   Didesoxynukleotidtriphosphat(e) 
O2    Sauerstoff  
OAA    Oxalacetat 
o.ä.    oder ähnliches 
o.g.    oben genannt 
PCR    Polymerasekettenreaktion 
PEP    Phosphoenolpyruvat 
Pepc    Phosphoenolpyruvat-Carboxylase 
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pmol    Pikomol 
Ppdk    Pyruvat-Orthophosphatdikinase 
PYR     Pyruvat 
qPCR    quantitative Polymerasekettenreaktion 
RbcS    kleine Untereinheit der RubisCO 
RNA    Ribonukleinsäure 
RNase    Ribonuklease 
rpm    rounds per minute (Umdrehungen/ Minute) 
RT    reverse Trankriptase 
Rubisco   Ribulose-1,5-bisphosphat-Carboxylase/Oxygenase 
RuBP    Ribulose-1,5-bisphosphat 
s.    siehe 
s    Sekunde 
TAE    Tris-Acetat-Etylendiamintetraessigsäure 
u.a.     unter anderem 
U    units 
UTR    untranslated region 
u.U.    unter Umständen 
UV    Ultraviolett 
vgl.    vergleiche 
Vol    Volumen 
v/v    Volumen/Volumen 
w/v    Masse/Volumen 
z.B.     zum Beispiel 
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